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CODI ERENDE GENE NEUER PROTEINE VON CORYNEBACTERIUM GLUT AMI CUM 

\ ■ 

Hintergrund der Erfindung 

5 

. Bestimmte Produkte und Nebenprodukte von natiirlich vorkommenden 
Stof fwechselprozessen in Zellen werden in vielen Industriezweigen 
verwendet, einschliefclich der Nahrungsmittel- , ' Futtermi.ttel- , 
^Kosmetik- und pharmazeutischen Industrie. Diese Molekule, die ge- 

10 meinsam als ''Feinchemikalien" bezeichnet werden, umfassen organi- 
sche Sauren, sowohl proteinogene als auch. nicht-proteinogene Ami- 
nosauren, Nukleotide und Nukleoside, Lipide und Fettsauren, 
Diole, Kohlehydrate, aromatische Verbindungen, Vitamine und Co- 
faktoren sowie Enzyme. Ihre Produktion erfolgt am besten mittels 

15 Anzucht yon Bakterien im Gro£ma£stab, die entwickelt wurden, urn 
groSe Mengen des jeweils gewunschten Molekuls zu produzieren und 
sezemieren. Ein fiir diesen Zweck besonders. geeigneter Orgariismus 
ist Corynebacterium glutamicum, ein gram-positives, nicht-patho-' 
genes Bakterium. liber Stammselektion ist eine Reihe von Mutanten- 

20 stammen entwickelt worden, die ein Sortiment wunschenswerter Ver- 
bindungen produzieren. Die Auswahl von Stammen, die hinsichtlich . 
der Produktion eines bestimmten Molekuls verbessert sind, ist je- 
doch ein zeitaufwehdiges und schwieriges Verfahren. 

25 Zusammenf assung der Erfindung 

Diese Erfindung stellt neuartige Nukleinsauremolekule bereit, die 
sich zur Identif izierung oder Klassif izierung von Corynebacterium 
glutamicum oder verwandten Bakterienarten verwenden lassen. C. 
30 glutamicum ist ein gram-positives, aerobes Bakterium, das in der 
Industrie fur die Produktion im Gro£ma£stab einer Reihe von Fein- 
chemikalien und auch zum Abbau^von Kohlenwasserstof f en (bspw. 
beim liber lauf en von Rohol) und zur Oxidation von Terpenoiden ge- 
meinhin verwendet wird. Die Nukleinsauremolekule konnen daher zum 
35 Identif izieren von Mikroorganismen eingesetzt werden, die' sich 
zur Produktion von Feinchemikalien, bspw. durch Fermentationsver- 
fahren, verwenden lassen. C. glutamicum selbst ist zwar nicht-pa- 
thogen, jedoch ist es mit anderen Corynebacterium-Arten, wie Co- 
rynebacterium diphtheriae. (dem Erreger der Diphtherie) verwandt, 
40 die bedeutende Pathogene beim Menschen sind: Die Fahigkeit, das 
Vorhandensein von Corynebacterium-Arten zu identif izieren, kann 
daher auch eine signifikante klinische Bedeutung haben, z.B. bei 
diagnostischen Anwendungeri . Diese Nukleinsauremolekule konnen zu- 
dem als Bezugspunkte zur Kartierung des C. glu tamicum-Genoms oder 
45 von Genomen verwandter Organismen dienen. 
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Diese neuen Nukleinsauremolekule codieren Proteine, die hier als 
Marker- und Feinchemikalienproduktions- (MCP-) Proteine bezeich- 
net werden. Diese MCP- Proteine konnen bspw. direkt oder indirekt 
an der Produktion einer oder menrerer Feinchemikalien in C. glu- 
5 tamicxm beteiligt sein. Die erf indungsgemafien MCP-Proteine konnen 
auch am Abbau von Kohlenwasserstof f en oder an der Oxidation von 
Terpenoiden beteiligt sein. Diese Proteine lassen sich zur Iden- 
tifikation von Corynebacterium glutamicum oder von zu C. glutami- 
cum verwandten Organismen . verwenden; das Vorliegen eines fur C. 

10 glutamicum und verwandte Arten spezifischen MCP-Proteins in einem 
Proteingemisch kann auf das vorliegen eines dieser Bakterien in 
der Probe hirideuten. Ferner konnen diese MCP- Protein Homologa in , 
. pf lanzen oder Tieren aufweisen, die an einem Erkrankungszustand 
oder einem Leiden beteiligt sind; so konnen diese Proteine als 

15 nutzliche pharmazeutische Ziele fur das Arzneimittel-Screening 
und die Entwicklung therapeutischer Verbindungen dienen. 

Aufgrund der verfugbarkeit von in Corynebacterium glutamicum ver- 
wendbaren Klonierungsvektoren, wie bspw. offenbart in Sinskey et 

20 al., US-Patent Nr. 4 649 119, und von Techniken zur genetischen 
Manipulation von C. glutamicum und den verwandten Brevibacterium- 
Arten (z.B. lactof ermentum) (Yoshihama et al.,J. Bacteriol. 
162:591-597 (1985); Katsumata et al . , J. Bacteriol. 159:306-311 
(1984); und Santamaria et al . J. Gen.. Microbiol. 130:2237-2246 

25 (1984)), lassen sich die erf indungsgemaSen Nukleinsauremolekule 
zur genetischen Manipulation dieses Organismus verwenden, urn die 
Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien zu modulieren. 
Diese Modulation kann aufgrund einer. direkten Auswirkung der Ma- 
nipulation eines erf indungsgemaSen Gens oder aufgrund einer indi- 

30 rekten Auswirkung einer solchen Manipulation erfolgen. Bspw. kann 
man durch Modif ikation der Aktivitat eines Proteins, das an der 
Biosynthese oder am Abbau einer Feinchemikalie beteiligt ist, 
(d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) die Fahigkeit der 
zelle zur Synthese oder zum Abbau dieser Verbindung direkt modu- 

35 lieren, wodurch die Ausbeute und/oder Effizienz der Produktion 
der Feinchemikalie moduliert wird. Ebenso kann man durch Modula- 
tion der Aktivitat eines Proteins, das einen Feinchemikalien- 
Stof fwechselweg reguliert, direkt beeinf lussen, ob die Produktion 
der gewunschten Verbindung hoch- oder herunterreguliert wird, was 

40 beides die Ausbeute oder Effizienz der Produktion der Feinchemi- 
kalie von der Zelle moduliert. 

Die indirekte Modulation der Feinchemikalienproduktion kann auch 
durch Modifikation der Aktivitat eines erf indungsgemaSen Proteins 
45 (d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) erfolgen, so daS 
die Fahigkeit der Zelle, zu wachsen und sich zu teilen oder le- 
bensfahig und produktiv zu bleiben, insgesamt erhoht ist. Die 



BASF Aktiengesellschaft S9?£Q4 ,O.Z^ 00,50/50674 DE 



Produktion von Feinchemikalien aus C. glutamicum wird gewdhnlich 
durclT Fermentationskultur im GroSmaSstab dieser Mikroorganismen 
erzielt, Bedingungen, die fur das Wachstum und die Zellteilung 
haufig suboptimal sind. Durch Verandern eines erf indungsgemaSen 
5 Proteins (z.B. eines Stre£reaktionsproteins , eines Zellwandpro- 
teins oder eines Proteins, das am Stoffwechsel von Verbindungen 
beteiligt ist, die fur das Auftreten von Zellteilung und -Wachs- 
tum notig sind, wie Nukleotide und Aminosauren) / so daS ein bes- 
seres Uberleben, Wachsen und Vermehren in diesen Bedingungen mog- 

10 lich ist, kann es moglich sein, die Anzahl und die Produktivitat 
dieser veranderten C. glutamicum-Zellen in Kulturen im GroSma&- 
stab zu steigern, was wiederum zu gesteigerten Ausbeuten und/oder 
zu gesteigerter Effizienz der Produktion einer oder .mehrerer ge- 
wunschter Feinchemikalien fiihren sollte. Ferner sind die Stoff- 

15 wechselwege einer Zelle notwendigerweise voneinander abhangig und 
co-reguliert. Durch Andern der Aktivitat irgendeines Stoffwech- 
selwegs in C. glutamicum (d.h. durch Andern der Aktivitat eines 
der erf indungsgemaEen Proteine, das an einem solchen Weg betei- 
ligt ist) ist es moglich, gleichzeitig die Aktivitat oder Regula- 

20 tion eines andereh . Stof fwechselwegs in diesem Mikroorganismus zu 
andern, der direkt an der Synthese oder am Abbau einer Feinchemi- 
kalie beteiligt sein kann. > 

Diese Erfindung s tell tneue Nukleinsauremolekule bereit, die Pro- 
25 teine codieren, die hier als MCP-Proteine bezeichnet werden und 
bspw die Produktion oder Effizienz der Produktion einer oder meh- 
rerer Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren oder als Iden- 
tif ikationsmarker fur C. glutamicum oder verwandte Organismeri 
dienen konnen. Nukleinsauremolekule, die ein MCP-Protein codie- 
30 ren, werden hier als MCP-Nukleinsauremolekule bezeichnet. Bei ei- 
ner bevorzugten Aus fiihrungs form kann das MCP-Protein die Produk- 
tion oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemi- 
kalien in C. glutamicum modulieren oder als Identif ikationsmarker 
" -fur C. glutamicum oder verwandte Organ i smen . dienen . Beispiele f ur 
35 soXche Proteine sind diejenigen, die von den in Tabelle 1 angege- 
benen Genen codiert werden. 

Ein Aspekt der Erfindung betrifft folglich isolierte Nukleinsau- 
remolekule (bspw. cDNAs) , umfassend eine Nukleotidseguenz, die 
40 ein MCP-Protein oder biologisch aktive Abschnitte^davon codlert, 
sowie Nukleinsaurefragmente, die sich als Primer oder Hybridisie- 
rungssonden zum Nachweis oder zur Amplif ikation von MCP-codieren-. 
der Nukleinsaure (bspw. DNA oder mRNA) eignen. Bei besonders be- 
vorzugten Ausflihrungsformen umfaSt das isolierte Nukleinsauremo- 
45 lekul eine der in Anhang A aufgefiihrten Nukleotidsequenzen oder 
den codierenden Bereich einer dieser Nukleotidsequenzen oder ein 
Komplement davon. in anderen besonders bevorzugten Ausfiihrungs- 



10 
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formen umfa&t das erf indungsgemaSe isolierte Nukleinsauremolekul 
eine Nukleotidsequenz , die an eine in Anhang A angegebene Nukleo- 
tidsequenz hybridisiert Oder mindestens zu etwa 50%, vorzugsweise 
mindestens zu etwa 60%, starker bevorzugf mindestens etwa 70%, 
80% Oder 90% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 
97%, 98%, 99% Oder noch homologer dazu ist, oder einen Abschnitt 
davon. In anderen bevorzugten Ausf uhrungsf ormen codiert das iso- 
lierte Nukleinsauremolekul eine der in Anhang B aufgefuhrten Ami- 
nosauresequenzen. Die bevorzugten erf indungsgemaSen ItfCP-Proteine 
besitzen ebenfalls vorzugsweise mindestens. eine der hier be- 
schriebenen MCP-Aktivitaten . 



Bei einer weiteren Ausfuhrungsform codiert das isolierte Nuklein- 
sauremolekiile ein Protein oder einen Abschnitt davon, wobei das 
15 Protein oder sein Abschnitt eine Aminosauresequenz enthalt, die 
zu einer Aminsdsaureseguenz in Anhang B hinreichend homolog ist, 
bspw. zu einer Aminsosauresequenz in Anhang B derart hinreichend 
' homolog ist, daS das Protein oder sein Abschnitt eine MCP-Aktivi- 
tat.behalt. Vorzugsweise behalt das von dem Nukleinsauremolekul 
20 codierte Protein oder der Abschnitt davon die Fahigkeit, die Pro- 
duktion oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Fein- 
chemikalien in C. glutamicum zu modulieren oder als Identif ikati- 
onsmarker fur C. glutam'icum oder verwandte Organismen zu dienen. 
Bei einer Aus f uhrungsf orm ist das von dem Nukleinsauremolekul co- 
'25 dierte Protein mindestens etwa 50%, vorzugsweise mindestens etwa 
60% und starker bevorzugt mindestens etwa 7 0%, 80% oder 90% und 
am starksten bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 98% oder 
99% oder noch homologer zu einer Aminosauresequenz in Anhang B 
(bspw. einer vollstandigen Aminosauresequenz, ausgewahlt aus den 
30 in Anhang B genannten Sequenzen) . Bei einer weiteren bevorzugten 
* . Ausfuhrungsform ist das Protein ein C. gl utami cum- Vol langenpro- 
tein, das zu einer vollstandigen Aminosauresequenz in Anhang B 
(die von einem in Anhang A gezeigten offenen Leseraster. codiert 
wird) im wesentlichen homolog ist. 

35 ' 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform stammt das iso- 
lierte Nukleinsauremolekul aus C. glutamicum und codiert ein Pro- 
tein (z.B. ein MCP-Fusionsprotein) , das eine biologisch aktive 
Domane umfafit, die zu einer der Amihosauresequenzen in Anhang B 

40 zumindest zu etwa 50% oder starker homolog ist und die Ausbeute, 
Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer 
Feinchemikalien in C. 0 glutamicum modulieren, Kohlenwasserstof f e 
abbauen, Terpenoide oxidieren, als Ziel fur Arzneimittelentwick- 
lung dienen oder als Identif ikationsmarker fiir C. glutamicum oder 

45 verwandte Organismen dienen kann und auch heterologe Nukleinsau- 
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resequenze'n enthalt, die ein heterologes Polypeptid oder regula- 
torische Bereiche codieren.. 

Bei einer weiteren Ausf uhrungsf orm ist da's isolierte Nukleinsau- 
5 remolekul mindestens 15 Nukleotide lang und hybridisiert unter 
stringenten Bedingungen an ein Nukleinsauremolekul, das eine Nu- 
kleotidsequenz aus Anhang A umfafit. Das isolierte Nukleinsauremo- 
lekul entspricht vorzugsweise einem natiirlich vorkommenden Nu- 
kleinsauremolekul. Die isolierte Nukleinsaure codiert starker be- 
10 vorzugt ein naturlich vorkommendes C. glutamicum-UCP-'Protein oder 
einen biologisch aktiven Abschnitt davon. 

Ein weiterer Aspekt der Erf indung betrif ft Vektoren, bspw.. 
rekombinante Express ionsvekt or en, die die erf indungsgemaSen Nu- 

15 kleinsauremolekule enthalten, und Wirtszellen, in die diese Vek- 
toren eingebracht worden sind. Bei einer Ausf uhrungsf orm wird 
diese wirtszelle zur Herstellung eines MCP-Proteins verwendet, 
indem die Wirtszelle in einem geeigneten Medium gezuchtet wird. 
Das MCP-Protein kann dann aus dem Medium oder der Wirtszelle , iso- 

20 liert werden. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif ft einen genetisch veran- 
derten Mikroorganismus, bei dem ein MCP-Gen eingebracht oder ver- 
andert worden ist. Das Genom des Mikroorganismus ist bei einer 

25 Aus fuhrungs form durch Einbringen eines erf indungsgemafcen Nuklein- 
sauremolekuls verandert worden, das die MCP-Wildtyp- oder die mu- 
tierte MCP-Sequenz als Transgen codiert. Bei einer anderen Aus- 
f uhrungsf orm ist ein endogenes MCP-Gen im Genom des Mikroorganis- 
mus durch homologe Rekombination mit einem veranderten, MCP-Gen • 

30 verandert, z.B. funktionell disrumpiert, worden. Der Mikroorga- 
nismus gehort bei einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm zur Gattung 
CoryneJbacteriu/n oder Brevijbacteriu/n, wobei Corynebacterium gluta- 
micum besonders bevorzugt ist. Der Mikroorganismus wird in einer 
bevorzugten ^Ausf uhrungsf orm auch zur Herstellung einer gewiinsch- 

35 ten Verbindung, wie einer Aminosaure verwendet, wobei Lysin be- 
sonders bevorzugt ist. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif ft ein isoliertes MCP- 
Protein oder einen Abschnitt, bspw. einen biologisch aktiven Ab- 

40 schnitt, davon. Das isolierte MCP-Protein oder sein Abschnitt 

kann in einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm die Produktion oder Ef- 
fizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. 
glutamicum modulieren oder als Identif ikationsmarker fur C. grlu- 
tamicum oder verwandte Organismen dienen. Bei einer weiteren be- 

45 vorzugten Ausf uhrungsf orm ist das isolierte MCP-Protein oder ein 
Abschnitt davon hinreichend homolog zu einer Aminosauresequenz 
von Anhang B, so daft das Protein oder sein Abschnitt die Fahig- 
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keit behalt, bspw. die Produktion oder Effizienz der Produktion 
einer oder mehrerer Feinchemikalien in. C. glutamicum zu modulie- 
ren oder als identif ikat ionsmarke'r fur C. glutamicum oder ver- 
wandte Organismen zu dienen. 

5 

Die Erfindung betrifft zudem ein isoliertes MCP-Proteinpraparat . 
Das MCP-Protein umfaSt bei bevorzugten Ausf iihrungsf ormen eine 
Aminosauresequenz aus.Anhang B. Bei einer weiteren bevorzugten. 
Ausfuhrungsform betrifft die Erfindung ein isoliertes Vollangen- 

10 protein, das zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus Anhang 
B (welche von einem offenen Leseraster in Anhang A codiert wird) 
im wesent lichen homolog ist. Bei einer weiteren Ausfuhrungsform 
ist das Protein mindestens zu etwa 50%, vorzugsweise mindestens 
zu etwa 60%, starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 80% oder 90% . 

15 und am starksten bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 98%, 
oder 99% oder noch homologer zu einer vollstandigen Aminosaure- 
sequenz aus Anhang B. Das isolierte MCP-Protein umfaSt bei ande- 
ren Ausf iihrungsf ormen eine Aminosauresequenz, die zu mindestens 
etwa 50% oder starker zu einer der Aminosauresequenzen aus Anhang 

20 B homolog ist und die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der 
Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum 
modulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpenoide oxidieren, als 
Ziel fur Arzneimittelentwicklung dienen oder als Identif ikat ions - 
• marker fur C. glutamicum oder verwandte Organismen dienen kann. 

25 

Das isolierte MCP-Protein kann alternativ eine Aminosauresequenz 
umfassen, die von einer Nukleotidsequenz codiert wird, welche mit 
einer Nukleotidsequenz aus Anhang B, bspw. unter stringenten Be- 
dingungen, hybridisiert oder mindestens zu etwa 50%, vorzugsweise 
30 mindestens zu etwa 60%, starker bevorzugt mindestens etwa 70%, 

80% oder 90% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 
97%, 98% oder 99% oder noch homologer dazu ist. Bevorzugte Formen 
der MCP-Proteine haben ebenfalls vorzugsweise eine oder mehrere 
der hier beschriebenen biologischen Aktivitaten von MCP. 

35 

Das MCP-Polypeptid oder ein biologisch aktiver Abschnitt davon 
kann mit einem Nicht-MCP-Polypeptid funktionsf ahig verbunden wer- 
den, damit ein Fusionsprotein entsteht. Dieses Fusionsprotein hat 
bei bevorzugten Ausfiihrungsf ormen eine andere Aktivitat als das 

4 0 MCP-Protein allein. Bei anderen bevorzugten Ausf uhrungs formen 
kann dieses Fusionsprotein die Ausbeute, Produktion und/oder Ef- 
fizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. 
gJutajnicum modulieren oder als Identif ikationsmarker fur C. glu- 
tamicum oder verwandte Organismen dienen. Die Integration dieses 

45 Fusionsproteins in eine Wirtszelle moduliert bei besonders bevor- 
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zugten Ausfuhrungsf ormen die Produktion > einer gewunschten Verbin- 
dung von der Zelle. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her- 
5 stellung einer Feinchemikalie . Das Verfahren sieht die Anzucht 
einer Zelle vor, die einen Vektor enthalt, der die Expression ei- 
nes erf indungsgemateen MCP-Nukleinsauremolekiils bewirkt-, so daS 
eine Feinchemikalie produziert wird. Dieses Verfahren. umfaSt bei 
einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm zudem den Schritt der Gewinnung 

10 einer Zelle, die einen solchen Vektor enthalt, wobei die Zelle 
mit einem Vektor transfiziert ist, der die Expression einer MCP-. 
Nukleinsaure bewirkt .Dieses Verfahren umfaSt bei einer weiteren 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm zudem den Schritt, bei dem die Fein- 
chemikalie aus der Kultur gewonnen wird. Die Zelle gehort bei ei- 

15 ner besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm zur Gattung Corynebac- 
terium Oder Brevibacterium oder ist aus den in Tabelle 3 angege- 
benen Stammen ausgewahlt. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Verfahren zur Modula- 

20 tion der x Produktion eines Molekuls von einem Mikroorganismus. 

Diese Verfahren umfassen das Zusammenbringen der Zelle mit einer 
Substanz, die -die MCP-Proteinaktivitat oder die MCP-Nukleinsaure- 
Expression moduliert, so da£ eine zellassoziierte Aktivitat verg- 
lichen mit der gleichen Aktivitat bei Fehlen der Substanz veran- 

25 dert wird. Die Zelle wird bei einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm 
,hinsichtlich einer oder mehrerer C. glu tamicum-MCP-Proteinaktivi- 
taten moduliert, so date die Ausbeute, Produktion und/oder Effi- 
zienz der Produktion einer gewunschten Feinchemikalie durch die- 
sen Mikroorganismus verbessert wird. Die Substanz, die die MCP- 

30 Proteinaktivitat moduliert, kann eine Substanz sein, die die MCP- 
Proteinaktivitat oder die MCP-Nukleinsaure- Expression stimuliert. 
Beispiele fur Substanzen, die die MCP-Proteinaktivitat oder MCP- 
Nukleinsaureexpression stimulieren, umfassen kleine Molekule, ak- 
tive MCP-Proteine und Nukleinsauren, die MCP-Proteine codieren 

35 und in die Zelle eingebracht worden ; sind. Beispiele fur Substan- 
zen, die die MCP-Aktivitat oder -Expression hemmen, umfassen 
kleine Molekule und MCP-Antisense-Nukleinsauremolekule. 

Ein'weiterer Aspekt der Erfindung betrifft Verfahren zur Modula- 
40 tion der Ausbeuten, der Produktion und/oder der Effizienz der 
r . Produktion einer gewunschten Verbindung aus einer Zelle, umfas- 
send das Einbringen eines MCP-Wildtyp- oder -Mutantengens in eine 
Zelle, das entweder auf einem gesonderten Plasmid bleibt oder in , 
das Genom der Wirtszelle integriert wird. Die Integration in das 
45 Genom kann zufallsgema£ oder durch. homologe Rekombination erf ol- 
gen, so da£ das native Gen durch die integrierte Kopie ersetzt 
wird, was die Produktion de.r gewunschten Verbindung von der zu 
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modulierenden Zelle hervorruft. Diese Ausbeuten sind bei einer 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm erhoht . Bei einer weiteren bevorzug- 
ten Ausf uhrungsf orm ist die Chemikalie eihe Feinchemikalie, • die 
in einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm eine Aminosaure 
5 ist. Diese Aminosaure ist in einer besonders bevorzugten Ausf uh- 
rungsf orm L-Lysin. 

Eingehende Beschreibung der Erfindung 

10' Die yorliegende Erfindung stellt MCP-Nukleinsaure- und -Protein- 
molekule bereit, die zur Ident if ikation von Corynebacterium grlu- 
tamicum oder verwandter Organismen, zur Kartierung des C. gluta- 
micum-Genoms (oder des Genoms eines nah verwandten Organismus) 
oder zur Identif ikation voi> Mikroorganismen verwendet werden kon- 

15 nen, die zur Produktion von Feinchemikalien, z . B.- durch Fermenta- 
tionsverfahren, verwendet werden konnen. Die von diesen Nuklein- 
sauren codierten Proteine konnen zur direkten oder indirekten Mo- 
dulation der Produktion oder Effizienz der Produktion einer oder 
mehrerer Feinchemikalien in C. glut ami cum, als Identif ikations- 

20 marker fur C. glutamicum oder verwandte Organismen, zur Oxidation 
* von Terpenoi den oder zum Abbau von Kohlenwasserstof f en oder als 
Ziele zur Entwicklung therapeutischer pharmazeutischer Verbindun- 
gen verwendet werden. Die erf indungsgemaSen Aspekte sind nachste- 
hend weiter erlautert. 



25 



I . Feinchemikalien 



Der Begriff "Feinchemikalie" ist im Fachgebiet bekannt und bein- 
~ haltet Molekule, die von einem Organismus produziert werden und 

30 in verschiedenen Industrie zweigen Anwendungen finden, wie bspw. , 
jedoch nicht beschrankt auf * die pharmazeutische Industrie, die 
Landwirtschafts- und Kosmetikindustrie . Diese Verbindungen umfas- 
sen organische Sauren, wie Weinsaure, Itaconsaure . und Diaminopi- 
melinsaure, sowohl proteinogene als auch nicht -pro teinogene Ami-. 

35nosauren, Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und Nukleotide 

(wie bspw. beschrieben in Kuninaka, A. (1996) Nucleotides and re- 
lated compounds, S. 561-612, in Biotechnology Bd. 6, Rehm et aL, 
Hrsg. VCH: Weinheim und den darin enthaltenen Zitaten) , Lipide, 
gesattigte und ungesattigte Fettsauren (bspw. Arachidonsaure) , 

40 Diole (bspw. Propandiol und Butandiol), Kohlehydr ate (bspw. Hya- 
luronsaure und Trehalose) , aroma tische .Verbindungen (bspw. aroma - 
tische Amine, ' Vanillin und Indigo), Vitamine und Cofaktoren (wie 
beschrieben in ullmann's Encyclopedia of industrial Chemistry, 
Bd. A27, "Vitamins", S. 443-613 (1996) VCH: Weinheim und den 

45 darin enthaltenen Zitaten; und. Ong, A.S., Niki, E. und Packer, L. 
(1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" Proceedings of the 
UNESCO/Confederation of Scientific and Technological Associations 
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in Malaysia and the Society for Free Radical Research - Asieri, 
abgehalten am 1.-3. Sept. 1994 in Penang, Malaysia, AOCS Press 
(1995)), Enzyme und samtliche anderen von Gutcho (1983) in Chemi- 
cals by Fermentation, Noyes Data Corporation, ISBN: 0818805086 
5 und den darin angegebenen Literaturstellen beschriebenen Chemika- 
lien. Der Metabolismus und die Verwendungen bestimmter Feinchemi- 
kalien sind nachstehend weiter erlautert . 

A. , Metabolismus und Verwendungen von Aminosauren 

10 

Die Aminosauren umfassen die grundlegenden Struktureinheiten 
samtlicher Proteine und sind somit fur die normalen Zellfunktio- 
nen in, alien Organismen essentiell. Der Begriff "Aminosaure" ist 
im Fachgebiet bekannt. Die proteinogenen Aminosauren, yon denen 

15 es 20 Arten gibt, dienen als Struktureinheiten fur Proteine, in 
denen sie uber Peptidbindungen miteinander verknupft sind, wohin- 
gegen die nicht-proteinogenen Aminosauren (von denen Hunderte be- 
kannt sind) gewohnlich nicht in Proteinen vorkommen (siehe Ul- 
mann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2 , S. 57-97 

20 VCH: Weinheim (1985)). Die Aminosauren konnen in der optischen D- 
oder L-Konf iguration vorliegen,. obwohl L-Aminosauren gewohnlich 
der einzige Typ sind, den man in naturlich vorkommenden Proteinen 
vorf indet. Biosynthese- und Abbauwege von jeder der 20 proteino- 
genen Aminosauren sind sowohl bei prokaryotischen als auch euka- 

25 ryotischen Zellen gut charakterisiert (siehe bspw. Stryer, L. , 
Biochemistry, 3. Auflage, S. 578-590 (1988) ) . Die. "essentiellen" 
Aminosauren (Histidin, Isoleucin, Leucin, Lysin, Methionine Phe- 
nylalanin, Threonin, Tryptophan und Valin) , so bezeichnet, weil 
. sie' aufgrund der Komplexitat ihrer Biosynthesen. gewohnlich mit 

30 der Ernahrung aufgenommen werden mussen, werden durch einfache 
Biosynthesewege in die iibrigen \L1 "nichtessentiellen" Aminosauren 
(Alanin, Arginin, Asparagin, Aspartat, Cystein, Glutamat, Glut- > 
amin, Glycin, Prolin, Serin und Tyrosin) umgewandelt. Hohere 
Tiere besitzen die Fahigkeit, einige dieser Aminosauren zu syn- 

35 thetisieren, jedoch mussen die essentiellen Aminosauren mit der 
Nahrung aufgenommen werden, damit eine normale Proteinsynthese 
stattf indet. 

Abgesehen von ihrer Funktion bei der . Proteinbiosyn these sind 
40 diese Aminosauren interessante Chemikalien an sich, und man hat 
entdeckt, dafi viele bei verschiedenen Anwendungen in der Nah- 
rungsmittel-, Futter-, Chemie-, Kosmetik-, Landwirtschaf ts- und 
pharmazeutischen Industrie zum Einsatz kommen. Lysin ist nicht 
nut. fur die Ernahrung des Menschen eine wichtige Aminosaure, son- 
45 dern auch fur monogastrische Tiere, wie Geflugel und Schweine. 
Glutamat wird am haufigsten als Geschmacksadditiv (Mononatrium- 
glutamat, MSG) sowie weithin in der Nahrungsmittelindustrie ver- 
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• wendet, wie auch Aspartat, Phenylalanin, Glycin und Cystein. Gly- 
cin, L-Methionin und Tryptophan werden samtlich in der pharmazeu- 
tischen Industrie^ verwendet . Glutamin, Valih, Leucin, Isoleucin, 
Histidin, Arginin, Prolin, Serin und Alanin werden in der pharma- 

5 zeutischen Industrie und der Kosmetikindustrie verwendet . Threo- 
nin, 'Tryptophan und D-/L-Methionin sind weitverbreitete Futter- 
mittelzusatze (Leuchtenberger , . W. (1996) Amino acids - technical 
production and use, S. 466-502 in Rehm et al . , (Hrsg.) Biotechno- 
logy Bd. 6, Kapitel.l4a, VCH: Weinheim). Man hat entdeckt, da£ 
10 sich diese Aminosauren auSerdem als Vorstufen fur die Synthese 
von synthetischen Aminosauren und Proteinen, wie N-Acetylcystein, 
S-Carboxymethyl-L-cystein, (S ) -5-Hydroxy tryptophan und anderen in 
Ulmanri's Encyclopedia of Industrial Chemistry , Bd. A2,, S. 57-97, 
VCH, Weinheim, 1985 beschriebenen Substanzen eignen. 

15 

Die Biosynthese dieser natiirlichen Aminosauren in Organismen, die 
sie produzieren konnen, bspw. Bakterien, ist gut charakterisiert 
worden (fur einen Uberblick der bakteriellen Aminosaure-Biosynt- 
hese und ihrer Regulation s. Umbarger, H.E. (1978) Ann/ Rev. Bio- 

20 chem. 47:533-606). Glutamat wird durch reduktive Aminierung von 
a-Ketoglutarat , einem Zwischenprodukt im Citronensaure-Zyklus, 
synthetisiert . Glutamin, Prolin und Arginin werden jeweils nach- 
einander aus Glutamat erzeiigt. Die Biosynthese von Serin erfolgt 
in einem Dreischritt-Verf ahren, beginnt mit 3-Phosphoglycerat 

25 (einem Zwischenprodukt der Glykolyse) und ergibt nach Oxida- 
tions-, Transaminierungs- und Hydrolyseschritten diese Amino- 
saure. Cystein und Glycin werden jeweils aus Serin produziert, 
und zwar die erstere durch Kondensation von Homocystein mit Se- 
rin, und die letztere durch Ubertragung des Seitenketten~P-Kohlen- 

30 stoff atoms auf Tetrahydrof olat in einer durch Serin-Transhydroxy- 
methylase katalysierten Reaktion. Phenylalanin und Tyrosin werden 
aus den Vorstufen des Glykolyse- und Pentosephosphatweges, Eryt- 
hrose-4-phosphat und Phosphoenolpyruvat , in einem 9-Schritt-Bio- 
syntheseweg synthetisiert, der sich nur in den letzten beiden 

35 Schritten nach der Synthese von Praphenat unterscheidet . Trypto- 
phan wird ebenfalls aus diesen beiden Ausgangsmolekulen produ- 
ziert, jedoch erfolgt dessen Synthese in einem 11-Schritt-Weg. 
Tyrosin laSt sich in einer durch Phenylalaninhydroxylase kataly- 
sierten Reaktion auch aus Phenylalanin herstellen. Alanin, Valin 

40 und Leucin sind jeweils Biosyntheseprodukte aus Pyruvat, dem End- 

* produkt der Glykolyse. Aspartat wird aus Oxalacetat, einem Zwi- 
schenprodukt des Citratzyklus, gebildet . Aspar agin, Methionin, 
Threonin und Lysin werden jeweils durch Umwandlung von Aspartat. 
produziert. Isoleucin wird aus Threonin gebildet. In einem kom- 

45 plexen 9-Schritt-Weg erfolgt die Bildung von Histidin aus x 
5-Phosphoribosyl-l-pyrophosphat, einem aktivierten Zucker. . 
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Aminosauren, deren Menge den Proteinbiosynthesebedarf ubersteigt, 
konnen nicht gespeichert werden, und werden statt dessen abge- 
baut, so daS Zwischenprodukte fur die Haupt-Stof fwechselwege ^der 
^ Zelle bereitgestellt werden (fur einen Uberblick siehe Stryer, 
5 L. , Biochemistry, 3.' Aufl. Kap. 21 "Amino Acid Degradation and 

the Urea Cycle"; S • 495-516 (1988) ) . Die Zelle ist zwar in der 
1 Lage, ungewunschte Aminosauren in nutzliche Stof fwechsel-Zwi- 
scttenprodukte umzuwandeln, jedoch ist die Aminosaureproduktion 
hinsichtlich der Energie, der Vorstuf enmolekule und der fur ihre 

10 Synthese notigen Enzyme aufwendig. Es uberrascht daher nicht, da£ 
die Aminosaure-Biosynthese durch Feedback-Hemmung reguliert wird, 
wobei das Vorliegen einer bestimmten Aminosaure ihre eigene Pro- 
duktion verlangsamt oder ganz beendet (fur einen Uberblick liber 
Ruckkopplungs-Mechanismen bei Aminosaure-Biosynthesewegen, siehe 

15. Stryer, L., Biochemistry, 3. Aufl., Kap. 24, ? Biosynthesis of 
Amino Acids and Heme", S. 575-600 * (1988) ) . Der-AusstoS einer be- 
stimmten Aminosaure wird daher durch die Menge dieser Aminosaure 
in der zelle eingeschrankt . 

20 B. Metabolismus und Verwendungen von Vitaminen, Cofaktoren und 
Nutrazeutika 

Vitamine, Cofaktoren und Nutrazeutika umfassen eine weitere 
Gruppe von Molekulen. Hohere Tiere haben die Fahigkeit verloren, 

25 diese zu synthetisieren und miissen sie somit aufnehmen, obwohl 
sie leicht durch andere Organismen, wie. Bakterien, synthetisiert 
werden. Diese Molekule sind entweder biologisch aktive Molekule 
an sich oder Vorstuf en von biologisch aktiven Substanzen, die als 
Elektronenubertrager oder Zwischenprodukte bei einer Reihe von 

30 St of fwechselwegen dienen. Diese Verbindungen haben neben ihrem 
Nahrwert auch einen signif ikanten industriellen Wert als Farb- 
stoffe, Antioxidantien und Katalysatoren oder andere Verarbei- 
tungs-Hilf sstoff e. (Fur einen Uberblick uber die Struktur, Akti- 
vitat und die industriellen Anwendungen dieser Verbindungen siehe 

35 bspw. Ullman's Encyclopedia of Industrial Chemistry, "Vitamins", 
Bd. A27, S. 443-613, VCH: Weinheim, .1996). Der Begriff "Vitamin" 
ist im Fachgebiet bekannt und umfaSt Nahrstof f e, die von einem 
Organismus fur eine normale Funktion benotigt werden, jedoch 
nicht von diesem Organismus selbst synthetisiert werden konnen. 

40 Die Gruppe der Vitamine kann Cofaktoren und nutrazeutische Ver- 
bindungen umfassen. Der Begriff "Cof aktor" umf aSt nicht-protein- 
artige Verbindungen, die fur das Auftreten einer normalen Enzy- 
maktivitat notig sind. Diese Verbindungen konnen organisch oder 
anorganisch sein; die erf indungsgemafcen Cof aktor-Moleklile sind 

45 vorzugsweise organisch. Der Begriff "Nutrazeutikum" umfa&t.Nah- 
rungsmittelzusatze, die bei Pflanzen und Tieren, insbesondere dem 
Menschen, gesundheitsf ordernd sind. Beispiele solcher Molekule 
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sind Vitamine, Antioxidantien und ebehfalls bestimmte Lipide 
(z.B. mehrfach ungesattigte Fettsauren) . 

Die Biosynthese dieser Molekule in Organismen, die zu ihrer Pro- 
5 duktion befahigt sind, wie Bakterien, ist umfassend charakteri- 
siert worden (Ullman's Encyclopedia of Industrial Chemistry, "Vi- 
tamins", Bd. A27, S. 443-613, VCH : Weinheim, 1996, Michal, G. 
(1999) Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry and 
Molecular Biology, John Wiley & Sons; Ohg, A.S., Niki, E. und ■ 
10 Packer, L. (1995) "Nutrition, Lipids, Health and Disease" 
Proceedings of the UNESCO/Confederation of Scientific and 
Technological Associations in Malaysia and the Society for free 
Radical Research - Asien, abgehalten am 1.-3. Sept. 1994 in 
Penang^ Malaysia, AOCS Press, Champaign, IL X, 374 S) . 

15 

Thiamin (Vitamin Bi) wird durch chemisches Kuppeln von Pyrimidin 
und Thiazol-Einheiten gebildet. Riboflavin (Vitamin B 2 ) wird aus 
Guanosin-5'-triphosphat (GTP) und Ribose-5 ' -phosphat syntheti- 
siert. Riboflavin wiederum wird zur Synthese von Flavinmononu- 

20 kleotid (FMN) und Flavinadenindinukleotid (FAD) eihgesetzt. Die 
Familie von Verbindungen, die" gemeinsam als "Vitamin B 6 " bezeich- 
net werden (bspw. Pyridoxin, Pyridoxamin, Pyridoxal- 5 ' -phosphat 
und das kommerziell verwendete Pyridoxinhydrdchlorid) , sind alle 
Derivate der gemeinsamen Struktureinheit 5-Hydroxy-6-methylpyri- 

25 din. Panthothenat (Pantothensaure, R- (+) -N- (2 , 4-Dihydroxy-3 , 3-di- 
. methyl -1-oxobutyl) -p-alanin) kann en tweder durch chemische Syn- 
these Oder durch Fermentation hergestellt werden. Die letzten 
Schritte bei der Pantothenat-Biosyhthese bestehen aus der ATP-ge- 
triebenen Kondensation von p-Alanin und Pantoinsaure . Die fur die 

30 Biosyntheseschritte fur die Umwandlung in Pantoinsaure, in p-Ala- 
nin und zur Kondensation in Pantothensaure verantwortlichen En- 
zyme sind bekannt. Die metabolisch aktive Form von Pantothenat 
1st Coenzym A, dessen Biosynthese uber 5 enzymatische, Schritte 
verlauft. Pantothenat, Pyridoxal-5' -phosphat, Cystein und ATP 

35 sind die Vorstufen von Coenzym A. Diese Enzyme katalysieren nicht 
nur die Bildung von Pantothenat, sondern auch die Produktion von 
(R) -Pantoinsaure, (R) ^Pantolacton, (R) -Panthenol (Provitamin B 5 ) , 
Pantethein (und seinen Derivaten) xand Coenzym A. 

40 Die Biosynthese von Biotin aus dem Vorstuf enmolekul Pimeloyl-CoA 
' in Mikroorganismen. ist ausfuhrlich untersucht worden, und man hat 
rhehrere der beteiligten Gene identif iziert . Es hat sich herausge- 
stellt, da£ viele der entsprechenden Proteine an der Fe-Cluster- 
Synthese beteiligt sind und zu der Klasse der nif S-Proteine geho- 

45 ren. Die Liponsaure wird von der Octanonsaure abgeleitet und 
dient als Coenzym beim Energie-Metabolismus, wo sie Bestandteil 
des pyruvatdehydrogenasekomplexes urid des a-Ketoglutaratdehydro- 
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'genasekomplexes wird. Die Folate sind eine Gruppe von Substanzen, 
die alle von der Folsaure abgeleitet werden, die wiederum von L- 
Glutaminsaure, p-Aminobenzoesaure und 6-Methylpterin hergeleitet 
ist. Die Biosynthese der Folsaure und ihrer Derivate, ausgehend 
5 von den Stof fwechselzwischenprddukten Guanos in- 5/ -triphosphat 
(GTP) , L-Glutaminsaure und p-Aminobenzoesaure ist in. bestimmten 
Mikroorganismen eingehend untersucht worden. 

Corrinoide (wie die Cobalamine und insbesondere Vitamin B i2 ) und 
10 die Porphyrine gehoren zu einer Gruppe von Chemikalien, die sich 
durch ein Tetrapyrrol-Ringsystem auszeichnen. Die Biosynthese von 
Vitamin B 12 ist hinreichend komplex, da£ sie noch nicht vollstan- 
dig charakterisiert worden 1st; jedoch ist inzwischen ein GroS- 
teil der. beteiligten Enzyme und Substrate bekannt. Nikotinsaure 
15 (Nikotinat) und Nikotinamid sind Pyridin-Derivate, die auch als 
"Niacin" bezeichnet werden. Niacin ist die, Vorstuf e der wichtigen 
Coenzyme NAD (Nikotinamidadenindinukleotid) und NADP I (Nikotinami- 
dadenindinukleotidphosphat) und ihrer reduzierten Formen. 

20 Die Produktion dieser Verbindungen im GroSmafistab beruht groSten- 
teils auf zellfreien chemischen Synthesen, obwohl einige dieser 
Chemikalien, wie Riboflavin, Vitamin B 6 , Pantothenat und Biptin, 
. ..auch durch gro£angelegte Anzucht von Mikroorganismen produziert 
worden sind. Nur Vitamin B 12 wird aufgrund der Komplexitat seiner 

25 Synthese lediglich durch Fermentation produziert. In-vitro-Ver- 
fahren erfordern einen erheblichen Aufwand an* Materialien und 
Zeit und hauf ig an hohen Kosten. 

-C. Purin-, Pyrimidin-, Nukleosid- und Nukl eot id-Met abolismus und 
30 Verwendungeii 

Gene fur den Purin- und. Pyrimidin-Stof fwechsel und ihre entspre- 
chenden Proteine sind wichtige Ziele fur die Therapie von Tumo- 
rerkrainkungen und Virusinf ektionen. Der Begriff "Purin" Oder "Py- 

35 rimidin" umfafct stickstof fhaltige Basen, die Bestandteile der Nu- 
. kleinsauren, Coenzyme und Nukleotide sind. Der Begriff "Nukleo- 
tid" beinhaltet die grundlegenden Struktureinheiten der Nuklein- 
sauremolekule, die eine stickstof fhaltige Base, einen Pentose- 
Zucker (bei RNA ist der Zucker Ribose, bei DNA ist der Zucker D- 

40 Desoxyribose) und Phosphorsaure umfassen. Der Begriff "Nukleosid" 
umfaSt Molekule, die als Vorstufen von Nukleotiden dienen, die . 
aber im Gegensatz zu den Nukleotiden keine Phosphorsaureeinheit 
aufweisen. Durch Hemmen der Biosynthese dieser Molekule oder ih- 
rer Mobilisierung ziir Bildung von Nukleinsauremolekiilen ist es 

45 moglich, die RNA— und DNA-Synthese zu hemmen; wird diese Aktivi- 
tat zielgerichtet bei Krebszellen gehemmt, la£t sich die Tei- 
lungs- und Replikationsf ahigkeit von Tumorzellen hemmen. Es gibt 
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zudem Nukleotide, die keine Nukleinsauremolekule bilden, oedoch 
als Energiespeicher (d.h. AMP) oder als Coenzyme (d.h. FAD und 
NAD) dienen. 

5 Mehrere Verof f entlichungen haben die Verwendung dieser Chemika- 
lien fur diese medizinischen Indikationen beschrieben, wobei der 
Pur in- und/oder Pyrimidin-Metabolismus beeinf lu£t wird (bspw. 
Christopherson, R.I. und Lyons, S.D. (1990) "Potent inhibitors of 
de 'novo pyrimidine and purine biosynthesis as chemotherapeut ic 

10 agents", Med. Res . Reviews 10:505-548). Untersuchungen an Enzy- 
men, die am Pur in- und Pyrimidin-Metabolismus beteiligt sind, ha- 
ben sich auf die .Entwicklung neuer ; Medikamente konzentriert , die 
bspw. als Immunsuppressiva oder Antiprolif erantien verwendet wer- 
den konnen (Smith, J.L. (1995) "Enzymes in . Nucleotide Synthesis" 

15 Curr. Opin. Struct. Biol. 5:752-757; (1995) Biochem. Soc . Trans- 
act. 23:877-902). Die Purin- und Pyrimidinbasen, Nukleoside und 
Nukleotide haben jedoch auch andere Einsatzmoglichkeiten: als 
Zwischenprodukte bei der Biosysnthese verschiedener Feinchemika- 
lien (z.B. Thiamin, S-Adenosyl-methionin, Folate oder Ribofla- 

20 vin) , als Energietrager fur die Zelle (bspw. ATP oder GTP) und 
fur Chemikalien selbst, die gewdhnlich als Geschmacksverstarker 
(bspw. IMP oder GMP) oder fur viele medizinische Anwendungen ver- 
wendet werden (siehe bspw. Kuhinaka, A., (1996) "Nucleotides' and 
Related Compounds in Biotechnology Bd. 6, Rehm et al . , Hrsg. VCH: 

25 Weinheim, S. 561-612). Enzyme, die am Purin-, Pyrimidin-, Nukleo- 
sid- oder Nukleotid-Metabolismus beteiligt sind, dienen auch im- 
mer starker als Ziele, gegen die Chemikalien fur den Pflanzen- 
schutz, einschliefclich Fungiziden, Herbiziden und Insektiziden, 
entwickelt werden. 

30 

Der Metabolismus dieser Verbindungen in Bakterieh ist charakteri- 
siert worden (fur Ubersichten siehe bspw. Zalkin, H. und Dixon, 
J.E. (1992) "De novo purin nucleotide biosynthesis" in Progress 
in Nucleic Acids Research and Molecular Biology, Bd. 42, Academic 

35 Press, S. 259-287; undMichal, G. (1999) "Nucleotides and Nucleo- 
sides" ; Kap. 8 in: Biochemical Pathways: An Atlas of Biochemistry 
and Molecular Biology, Wiley, New York) . Der Purin-Metabolismus, 
das.Objekt intensiver Forschung, ist fur das normale Funktionie- 
ren der Zelle essentiell. Ein gestorter Purin-Metabolismus in ho- 

40 heren Tieren kann schwere Erkrankungen verursachen, bspw. Gicht. 
Die Purinnukleotide werden aus Ribose-5-phosphat uber eihe Reihe 
von Schritten uber die Zwischenverbindung Inosin-5 ' -phosphat 
(IMP) synthetisiert, was zur Produktion von Guanos in- 5 ' -mono - 
phosphat (GMP) oder Adenosin-5 ' -monophosphat (AMP) fuhrt, aus de- 

45 nen sich die als Nukleotide verwendeten Triphosphatf omen leicht 
herstellen lassen. Diese Verbindungen werden auch als Energies- 
peicher verwendet, so daS ihr Abbau Energie fur viele verschie- 
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dene biochemische Prozesse in der Zelle liefert. Die Pyrimidin- 
biosynthese erfolgt uber die Bildung von Uridin-5 ' -monophosphat 
(UMP) aus Ribose-5-phosphat . UMP wiederum wird in Cytidin-5 ' -tri- 
phosphat (CTP) umgewandelt. Die Desoxyf ormen samtlicher Nukleo- 
5 tide werden in einer Einschritt-Reduktionsreaktion aus der Di- 
phosphat-Riboseform des Nukleotides zur Diptiosphat-Desoxyribose- 
form des Nukleotides hergestellt. Nach der Phosphorylierung kon- 
nen diese Molekule an der DNA-Synthese teilnehmen. 

10 D., Trehalose-Metabolismus und Verwendungen 

Trehalose besteht aus zwei Glucoseraolekulen, die iiber eine 
a,a-l, 1-Bindung miteinander verknupft sind. Sie wird gewohnlich 
in der Nahrungsmittel Industrie als Sufistoff, als Additiv fur ge- 

15 trocknete oder gefrorene Nahrungsmittel sowie in Getranken ver- 
wendet. Sie wird jedoch auch in der pharmazeutischen Industrie, 
der Kosmetik- und Biotechnologie-Industrie angewendet (s. bspw. 
Nishimoto et al - , (1998) US-Patent Nr. 5 759 610; Singer, M.A. 
und Lindquist, S. (1998) Trends Biotech. 16:460-467; Paiva, 

20 C.L.A. und Panek, A. D . (1996) Biotech Ann. Rev. 2:293-314; und 
Shiosaka, M. (1997) J. Japan 172:97-102). Trehalose wird durch 
Enzyme von vielen Mikroorganismen produziert und auf natlirliche 
Weise in das umgebende Medium abgegeben, aus dem sie durch im 
Fachgebiet bekannte Verfahren gewonnen werden kann. 

25 

II. ElPmente nnd Verf ahren der Erfindunq 

Die vorliegende Erfindung beruht zumindest teilweise auf der Ent- 
deckung von neuen Molekiilen, die hier als MCP-Nukleinsaure-Mole- 

30 kiile bezeichnet werden. Diese MCP-Nukleinsauremolekiile eignen 

sich nicht nur zur Identif ikation von C. glutamicum oder verwand- 
ten Bakterienarten, sondern auch als Marker zur Kartiierung des C. 
glut ami cu/n-Genoms und zur Identif izierung von Bakterien, die sich 
zur Produktion von Feinchemikalien durch z.B. fermentative Ver- 

35 fahren eignen. Die vorliegende Erfindung beruht zumindest teil- 
weise auch auf den MCP-Proteinmolekulen, die von diesen MCP-Nu- 
kleinsauremolekulen codiert werden . Diese MCP-Molekiile konnen die 
Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer oder 
mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren, als Identi- 

40 f ikationsmarker fur C. glutamicum oder verwandte Organismen die- 
nen, Kohlenwasserstof f e abbauen und als Ziele fur die Entwicklung 
therapeutischer pharmazeutischer Verbindungen dienen. In einer 
Aus fuhrungs form sind die erf indungsgemaSen MCP-Molekiile direkt 
- oder indirekt am Stof fwechselweg einer oder mehrerer Feinchemika- 

45 lien in C. glutamicum beteiligt. In einer bevorzugten Ausfuh- 
rungsform hat die Aktivitat der erf indungsgemafien MCP-Molekiile , 
an solchen Stof f wechselwegen indirekt oder direkt teilzunehmen, 
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eine Auswirkung auf die Produktion einer gewunschten Feinchemika- 
lie durch diesen Mikroorganismus . In einer besonders bevorzugten 
Aus flihrungs form ist die Aktivitat der erf indungsgema£en MCP-Mole- 
kttle moduliert, so date die C. glut ami cum-S tot f wechselwege, an de- 
5 nen die erf indungsgemafien MCP-Proteine beteiligt sind, hinsicht- 
lich der Effizienz oder des Ausstofces moduliert werden, was di- 
rekt Oder indirekt die Produktion oder Effizienz der Produktion 
einer gewunschten Feinchemikalie durch C. glutamicum moduliert. 

10 Der Begriff "MQP-Protein" oder - "MCP-Polypeptid" umfaSt Proteine, 
die die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion 
einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren, 
Kohlenwasserstoffe abbauen, Terpenoide oxidieren, als Zielprotein 
fur Arzneimittelscreening oder -design oder als Identif ikations- 
15 marker fur C. glutamicum oder verwandte Organismen dienen konnen. 
Beispiele fur MCP-Proteine umfassen solche, die von den in Ta- 
belle 1 und Anhang A aufgefuhrten MCP-Genen codiert werden. Die 
Ausdriicke "MCP-Gen" oder "MCP-Nukleinsauresequenz" umfassen Nu- 
kleinsauresequenzen, die ein MCP- Protein, codieren, das aus einem 
20 codierenden Bereich. und entsprechenden untranslatierten 5'- und 
3'-Sequenzbereichen besteht. Beispiele fur MCP-Gene sind die in 
Tabelle 1 auf gelisteten . pie Begriff e "Produktion" oder "Produk- 
tiyitat" sind im Fachgebiet bekannt und beinhalten die Konzentra- 
tion des Fermentationsproduktes (bspw. der gewunschten Feinchemi- 
25 kalie), das innerhalb einer festgelegten Zeit sparine und eines 
festgelegten Fermentationsvolumens gebildet wird (bspw. kg Pro- 
dukt pro Std. pro 1). Der Begriff "Effizienz der Produktion" um- 
faSt die Zeit, die zur Erzielung einer bestimmten Produkt ions- 
menge notig ist .(bspw. wie lange die Zelle zur Aufrichtung einer 
30 bestimmten AusstoSrate einer Feinchemikalie benotigt) . Der Be- 
griff "Ausbeute" oder "Produkt/Kohlenstof f -Ausbeute" ist im Fach- 
gebiet bekannt und umfaSt die Effizienz der Umwandlung der Koh- 
lenstoffquelle in das Produkt (d.h. die Feinchemikalie). .Dies 
wird bspw. gewdhnlich ausgedruckt als kg Produkt pro kg Kohlen- 
.35 stoffquelle. Durch VergroSern der Ausbeute oder Produktion der 
Verbindung wird die Menge der gewonnenen Molekule oder der geei- 
gneten gewonnenen Molekule dieser Verbindung in einer bestimmten 
Kulturmenge iiber einen festgelegten Zeitraum erhoht . Die Begriff e 
"Biosynthese" oder "Biosyntheseweg" sind im Fachgebiet bekannt 
40 und umfassen die Synthese einer Verbindung, vorzugsweise einer 
organischen Verbindung, durch eine Zelle aus Zwischenverbindun- 
gen, bspw. in einem Mehrschritt- oder stark regulierten ProzeS. 
Die Begrif f e "Abbau" oder "Abbauweg" sind im Fachgebiet bekannt 
und umfassen die Spaltung einer Verbindung, vorzugsweise einer 
45 organischen Verbindung, durch eine Zelle in Abbauprodukte (allge- 
meiner gesagt, kleinere oder weniger komplexe Molekule") , bspw. in 
einem iMehrschritt- oder stark regulierten Prozefc. Der Begriff 
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"Metabolismus" ist im Fachgebiet bekannt und umfa£t die Gesamt- 
heit der biochemischen Reaktionen, die in einem Organismus "statt- 
finden. Der Metabolismus einer bestimmten Verbindung (z.B. der 
Metabolismus einer Aminosaure, wie Glycin) umfa&t dann samtliche 
5 Biosynthese-, Modif ikations- und Abbauwege in der Zelle, die 
diese Verbindung betreffen. 

Die erf indungsgemaften MCP-Molekule sind in einer anderen Ausfuh- 
rungsform befahigt, die Produktion eines gewunschten Molekiils, 

10 wie einer Feinchemikalie, in einem Mikroorganismus , wie C. gluta- 
micum, direkt Oder indirekt zu modulieren. Unter Verwendung von 
Gen-Rekombinationstechniken kann/konnen ein oder mehrere erf in- 
dungsgema£e.MCP-Proteine so manipuliert werden, da£ seine Funk- 
tion moduliert 1st. Diese Modulation der Funktion kann zur Modu- 

15 lation der Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion 
einer oder mehrerer Feinchemikalien von C. glutamicum fuhren. 

Beispielsweise kann man durch Modifikation der Aktivitat eines 
Proteins, das an der Biosynthese oder am Abbau einer Feinchemika- 

20 lie beteiligt ist,, (d.h. durch Mutagenese des entsprechenden 

Gens) die Fahigkeit der Zelle, diese Verbindung zu synthetisieren 
oder abzubauen, direkt modulieren und dadurch die Ausbeute und/ 
oder Effizienz der Produktion der Feinchemikalien modulieren. 
Ebenso kann man durch Modulation der Aktivitat eines Proteins, 

25 das einen Feinchemikalien-Stof fwechselweg reguliert, direkt be- 
einflussen, ob die Produktion der gewunschten Verbindung hoch- 
oder herunterreguliert wird, was beides die Ausbeute oder Effi- 
zienz der Produktion der Feinchemikalie von der Zelle moduliert. 

30 Die indirekte Modulation der Feinchemikalienproduktion kann auch 
durch Modifikation der Aktivitat eines erf indungsgemaSen Proteins 
(d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) erfolgen, so da£ 
die Fahigkeit der Zelle, zu wachsen und sich zu teilen oder le- 
bensfahig und produktiv zu bleiben, , insgesamt erhoht ist. Die 

35 Produktion von Feinchemikalien aus C. glutamicum wird gewohnlich 
durch Fermentationskultur im GroSmaSstab dieser Mikroorganismen 
erzielt, Bedingungen, die fur das Wachstum und die Zellteilung 
haufig suboptimal sind. Durch Verandern eines erf indungsgemafcen 
Proteins (z.B. eines StreSreaktionsproteins, eines Zellwandpro- 

40 teins oder von Proteinen, die am Stoffwechsel von Verb indungen 
beteiligt sind, die fur das Auf tret en von Zellwachstum und -tei- 
lung notig sind, wie- Nukleotide und Aminosauren) , so da& ein bes- 
seres Uberleben, Wachsen und Vermehren in diesen Bedingungen mog- 
lich ist,. kann es moglich sein, die Anzahl und die Produktivitat 

45 dieser veranderten C. gluta/nicu/n-Zellen in Kulturen im Grofimafc- 
stab zu steigern, was wiederum zu gesteigerten Ausbeuten und/oder 
zu gesteigerter Effizienz der Produktion einer oder mehrerer ge- 
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wiinschter Feinchemikalien flihren sollte. Ferner sind die Stoff- 
wechselwege eirier Zelle notwendigerweise voneinander abhangig und 
co-reguliert . Durch Andern der Aktivitat irgendeines Stoffwech- 
selwegs in C. glutamicum (d.h. durch Andern der Aktivitat eines 
5 der erf indungsgemaSen Proteine, das an einem solchen Weg betei- 
ligt ist) ist es moglich, gleichzeitig die Aktivitat oder Regula- 
tion eines anderen Stof fwechselwegs in diesem Mikroorganismus zu 
andern, der direkt an der Synthese. oder am Abbau einer Feinchemi- 
kalie beteiligt sein kann. 

10 

Die isolierten erf indungsgemateen Nukleinsauresequenzen bef inden 
sich im Genom eines Corynebacterium g lu t ami cum- Stammes, der von 
der American Type Culture Collection unter der Bezeichnung ATCC 
13 032 erhaltlich ist. Die Nukleotidsequenz der isolierten Cy glu- 

15 taini cu/n-MCP-Nukleinsauremoletaile und die vorhergesagten Aminosau- 
resequenzen der C. glutamicum-MCP- Proteine sind im Arihang A bzw. 
B gezeigt. Es wurden Computeranalysen durchgef iihrt , die viele 
dieser Nukleotidsequenz en als Sequenzen mit Homologie zu E. coli- 
oder Bacillus subtil is-Genen klassif izierten und/oder identifi- 

20 zierten. 

Die vorliegende Erf indung betrifft auch Proteine, deren Aminosau- 
resequenz zu einer Aminosauresequenz in Anhang B im wesentlichen 
homolog ist. Wie hier verwendet, ist ein Protein, dessen Amino- 

25 sauresequenz im wesentlichen homolog zu einer ausgewahlten Amino- 
sauresequenz ist, ' zumindest zu etwa 50% homolog zu der ausgewahl- 
ten Aminosauresequenz, bspw. zur gesamten ausgewahlten Aminosau-- 
resequenz. Ein Protein, dessen Aminosauresequenz zu einer ausge- 
wahlten Aminosauresequenz im wesentlichen homolog ist, kann auch 

30 mindestens zu etwa 50-6 0%, vorzugsweise mindestens zu etwa. 

60-70%, starker bevorzugt mindestens zu etwa 70-80%, 80-90% oder 
90-95% und am starksten bevorzugt mindestens zu etwa 96%, 97%, 
98%, 99% oder noch homologer zur ausgewahlten Aminosauresequenz 
sein. 

35 

Ein erf indungsgemaSes MCP-Protein oder ein biologisch aktiver Ab- 
schnitt oder Fragment davon kann die Ausbeute, Produktion und/ 
oder Eff izienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien 
in C. glutamicum modulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpe- 
40 noide oxidieren, als Ziel fur Arzneimittelentwicklung dienen oder 
als Identif ikationsmarker fur C. glutamicum oder verwandte Orga- 
nismen dienen. 



in den nachstehenden Unterabschnitten sind verschiedene Aspekte 
45 der Erf indung ausf uhrlicher beschrieben: 
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A. Isolierte Nukleinsauremolekule * 

Ein Aspekt der Erfindung betrifft isolierte Nukleinsauremolekule, 
die MCP-Molekule oder biologisch aktive Abschnitte davon codie- 
5 ren, sowie Nukleinsauref ragmente, die zur Verwendurig als Hybridi- 
siefungssonden oder Primer zur Identif izierung oder Amplifizie- 
rung von MCP-codierenden Nukleinsauren (z.B. MCP-DNA) hinreichen. 
Diese Nukleinsauremolekule konnen . zur Identif ikation von C. glu- 
tamicum oder verwandten Organismen, zur Kartierung des Genoms von 

10 C. glutamicum oder verwandten Organismen oder zur Identif ikation 
von Mikroorganismen,. die zur Produktion von Feinchemikalien, z.B. 
durch Fermentationsverfahren, geeignet sind, verwendet werden, 
Der Begriff "Nukleinsauremolekul" , wie hier verwendet, soli DNA- 
Moleklile (z.B. cDNA oder genomische DNA) und RNA-Molekiile (z.B. 

15 mRNA) sowie DNA- oder RNA-Analoga, die mittels Nukleotidanaloga 
erzeugt werden, umfassen. Dieser Begriff umfafit zudem die am 3'- 
und am 5'-Ende des codierenden Genbereichs gelegene untransla- 
tierte Sequenz: mindestens etwa 100 Nukleotide der Sequenz stro- 
maufwarts des 5'-Endes des codierenden Bereichs und mindestens 

20 etwa 20 Nukleotide der Sequenz. stromabwarts des 3'-Endes des co- 
dierenden Bereichs des Gens. Das Nukleinsauremolekul kann einzel- 
strangig oder doppelstrangig sein, ist aber vorzugsweise doppel- 
strangige DNA. Ein "isoliertes" Nukleinsauremolekul wird von an- 
deren Nukleinsauremolekulen abgetrennt, die in der naturlichen 

25 Quelle der Nukleinsaure zugegen sind. Eine "isolierte" Nuklein- 
saure* bat vorzugsweise keine Sequenzen, die die Nukleinsaure in 
der genomiscben DNA des Organismus, aus dem die Nukleinsaure 
stammt, naturlicberweise flankieren (bspw. Sequenzen, die sicb am 
5'- bzw. 3'-Eride der Nukleinsaure bef inden) . In verschiedenen 

30 Ausfuhrungsf ormen kann bspw. das isolierte MCP-Nukleinsauremole- 
kul weniger als etwa 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb oder 
0,1 kb der Nukleotidsequenzen, die naturlicherweise das Nuklein- 
sauremolekiil in der genomiscben DNA der Zelle, aus der die Nu- 
kleinsaure stammt (bspw. eine C. gl u tami cunt- Zel le) . flankieren. 

35 Ein "isoliertes" Nukleinsauremolekul, wie ein cDNA-Molekul , kann 
uberdies im wesentlichen frei von anderem zellularen Material 
oder Kulturmedium sein, wenn es durch rekombinante' Techniken her- 
gestellt wird, oder frei von chemischen Vorstufen oder anderen 
Chemikalien sein, wenn es chemisch synthetisiert wird. 

40 

Ein erf indungsgema&es Nukleinsauremolekul, bspw. eine Nukleinsau- 
remolekul mit einer Nukleotidsequenz aus Anhang A oder ein Ab- 
schnitt davon, kann mittels molekularbiologischer Standard-Tech- 
niken und der hier bereitgestellten Sequenzinf ormation isoliert 
45 werden. Bspw. kann eine C. grJuta/nicu/n— MCP— cDNA aus einer C. glu- 
ta/nicuin-Bank isoliert werden, indem eine vollstandige Sequenz aus 
Anhang A oder ein Abschnitt davon als Hybridisierungssonde und 
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Standard-Hybridisierungstechniken (wie bspw. beschrieben in Sam- 
brook, J., Fritsch, E.F. und Maniatis, T. Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual. 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
,Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989) 
5 verwendet werden. Uberdies lSfit sich ein Nukleinsauremolekul, urn- 
fassend eine vollstandige Sequenz aus Anhang A oder einen Ab- 
schnitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isolieren,, wobei 
, die Oligonukleotidprimer, die auf der Basis dieser Sequenz er- 
steilt wurden, verwendet werden (z.B. kann ein Nukleinsauremole- 

10 kill, umfassend eine vollstandige Sequenz aus Anhang A oder einen 
Abschnitt davon, durch Polymerasekettenreaktion isoliert werden, 
indem Oligonukleotidprimer verwendet werden, die auf der Basis 
dieser gleichen Sequenz aus Anhang A erstellt worden sind). Bspw. 
laSt sich mRNA aus normalen Endothelzellen isolieren (bspw. durch 

15 das Guanidiniumthiocyanat-Extraktionsverf ahren von Chirgwin et 
al. (1979) Biochemistry 18: 5294-5299) , und die cDNA kann mittels 
reverser Transkriptase (bspw. Moloney-MLV-Reverse-Transkriptase, 
erhaltlich bei Gibco/BRL, Bethesda, MD, oder AMV-Reverse-Trans- 
kriptase, erhaltlich von Seikagaku America, Inc., St. Petersburg, 

20 FL) und mittels zuf allsgemafien Polynukleotidprimern oder Oligonu- 
kleotidprimern^ auf der Basis einer der im Anhang A gezeigten Nu- 
kleotidsequenzen hergestellt werden. Synthetische Oligonukleotid- 
primer fur die Amplif izierung via Polymerasekettenreaktion lassen 
sich auf der Basis einer der in Anhang A gezeigten Nukleotid- 

25 sequenzen erstellen. Eine erf indungsgemaSe Nukleinsaure kann mit- 
tels cDNA oder alternativ genomischer DNA als Matrize und geei- 
gneten Oligonukleotidprimern gema£ PCR-Standard- Amplif ikations- 
techniken amplif iziert werden. Die so amplif izierte Nukleinsaure 
kann in einen geeigneten Vektor kloniert werden und durch DNA— Se- 

30 quenzanalyse charakterisiert werden. Oligonukleotide, die einer 
MCP-Nukleotidsequenz entsprechen, ; konnen ferner durch Standard- 
Syntheseverf ahren, bspw. mit einem automat isch en DNA-Synthesege- 
rat, hergestellt werden. 

35 Bei einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm umfaSt ein erf indungsgema- 
Ses isoliertes Nukleinsauremolekul eine der in Anhang v A aufge- 
fuhrten Nukleotidsequenzen. Die Sequenzen von Anhang A entspre- 
chen den erf indungsgemaSen MCP-cDNAs aus Corynebacterium glutami- 
cum. Diese cDNAs umfassen Sequenzen, die MCP-Proteine (d.h. den 

40 "codierenden Bereich" , der in jeder Sequenz in Anhang A angegeben 
ist), sowie die 5'- und 3 ' -untranslatierten Sequenzen, die. eben- 
falls in Anhang A angegeben sind. Das Nukleinsauremolekul kann 
alternativ nur den codierenden Bereich einer der Sequenzen in An- 
hang A umfassen. 
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Fur die Zwecke dieser Anmeldung hat selbstverstandlich jede der 
in Anhang A angegeberien Seguenzen eine RXA- Oder RXN-Identif izie- 
rungsnummer, wobei hinter der Bezeichming "RXA" oder "RXN" 5 Zif- 
fern aufgefuhrt sind (bspw. RXA00003). Jede dieser Sequenzen um- 
5 faSt bis zu drei Abschnitte: einen stromauf warts gelegenen 5'-Be- 
reich, einen codierenden Bereich, und einen stromabwarts gelege- 
nen Bereich. Jeder dieser drei Bereiche ist durch die gleiche- 
RXA- Oder RXN-Bezeichnung gekennzeichnet , um Verwirrung zu ver- 
meiden. Die Bezeichnung "eine der Sequenzen in Anhang A" steht 

10 dann fiir eine der Sequenzen in Anhang A, die sich durch ihre un- 
terschiedlichen RXA- pder RXN-Nummefn unterscheiden lassen. Der 
codierende Bereich jeder Sequenz wird in die entsprechende Amino- 
sauresequenz translatiert , die in Anhang B angegeben ist. Die. Se- 
quenzen in Anhang B werden durch die gleichen RXA- oder RXN-Num- 

15 mern.wie in Anhang A identif iziert , so da£ sie sich leicht zuord- 
nen lassen. Bspw. ist die mit RXA00003 bezeichnete Aminosaure- 
sequenz in Anhang B eine Translation des codierenden Bereichs. der 
Nukleptidsequenz des Nukleinsauremolekuls RXA00.003 in Anhang A. 

20 Bei einer Ausf uhrungsf orm sollen die erf indungsgemaSen Nuklein- 
sauremolekule nicht die in Tabelle 2 zusammenges tell ten umfassen. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm umfaSt ein erfin- 
dungsgemaSes isoliertes Nukleinsauremolekul ein zu einer der in 

25 Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen komplementares Nukleinsau- 
remolekul oder einen Abschnitt davon, wobei es sich um ein Nu- 
kleinsauremolekul handelt, das-zu einer der in Anhang A gezeigten 
Nukleotidsequenzen hinreichend komplementar ist, da£ es mit einer 
der in Anhang A angegebenen Sequenzen hybridisieren kann, wodurch 

30 ein stabiler Duplex entsteht. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm umfa£t ein erf in- 
dungsgemaEes isoliertes Nukleinsauremolekul eine Nukleotidse- 
quenz, die mindestens etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 

35 60-70%, starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 80-90% oder 
90-95% und noch starker bevorzugt mindestens etwa 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% oder noch homologer zu einer in Anhang A angegebenen Nu- 
kleotidsequenz oder einem Abschnitt davon ist. Bei einer weiteren 
bevorzugten Ausfiihrungsf orm umfaSt ein erf indungsgemafees isolier- 

40 tes Nukleinsauremolekul eine Nukleotidsequenz., die, bspw. unter 
stringenten Bedingungen, mit einer der in Anhang A gezeigten Nu- 
kleotidsequenzen oder einem Abschnitt davon hybridisiert . 

Das erf indungsgema&e Nukleinsauremolekul kann uberdies nur einen 
45 Abschnitt des codierenden Bereichs von einer der Sequenzen in An- 
hang A umfassen, bspw. ein Fragment, das als Sonde oder Primer 
oder Fragment verwendet werden kann, welches einen biologisch ak- 
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tiven Abschnitt eines MCP-Proteins codiert . Die aus der Klonie- 
rung der MGP-Gene aus C. glutamicum ermittelten Nukleotidsequen- 
zen ermoglichen die Erzeugung von Sonden und Primern, die zur 
Identif izierung und/oder Klonierung von MCP-Homologa in anderen 
5 Zelltypen und Organismen und MCP-Homologa von anderen Corynebak- 
terien oder verwandten Arten ausgelegt sind. Die Sonde bzw. der 
Primer .umfaSt gewohnlich im wesentlichen gereinigtes Oligonukleo- 
tid. Das Oligonukleotid umfa£t gewohnlich einen Nukleotidsequenz- 
bereich, der unter stringenten Bedingungen an mindestens etwa 12, 

10 vorzugsweise etwa 25, starker bevorzugt etwa 40, 50 oder 7 5 auf- 
einanderf olgende Nukleotide eines ^Sense-Stranges von einer der in 
Anhang A angegebenen . Sequenzen, eines Antisense-Stranges von ei- 
ner der in Anhang A angegebenen Sequenzen oder natiirlich vorkom- 
menden Mutanten davon hybridisiert . Primer auf der Basis einer 

15 Nukleotidseguenz aus Anhang A konnen in PCR-Reaktionen zur Klo- 
nierung von MCP-Homologa verwendet wer den. Sonden auf der Basis 
der MCP-Nukleotidsequenzen konnen zum Nachweisen von Transkripten 
oder genomischen Sequenzen, die das gleiche oder homo loge Pro- 
teine codieren, verwendet werden. In bevorzugten Ausfuhrungsf or- 

20 men umfaSt die Sonde zudem eine daran gebundene Markierungs- 
gruppe, bspw. ein Radioisotop, eine f luoreszierende Verbindung, 
ein Enzym oder einen Enzym-Cof aktor . Diese Sonden konnen als Teil 
eines diagnostischen Test-Kits zur Identif izierung von Zellen 
verwendet werden, die ein MCP-Protein miSexprimieren, bspw. durch 

25 Messen einer Menge , einer MCP-codierenden Nukleinsaure in einer 
Zellenpirobe, bspw. durch Nachweisen der MCP-mRNA- Spiegel oder 
durch Bestimmen, ob ein genomisches MCP-Gen mutiert oder dele- 
tiert ist. ( 

30 Bei einer Aus fuhrungs form codiert das erf indungsgemaEe Nuklein- 
sauremolekul ein Protein oder einen Abschnitt davon, der eine 
Aminosauresequenz umfaSt, die hinreichend homolog zu einer Amino- 
sauresequenz von Anhang B ist, da£ das Protein oder ein Abschnitt 
davon die Fahigkeit behalt, die Ausbeute, Produktion und/oder Ef- 

35 fizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. 
glutamicum zu' modulieren, Kohlenwasserstof f e abzubauen, Terpe- 
noide zu oxidieren, als Ziel fur Arzneimittelentwicklung zu die- 
nen oder als Identif ikationsmarker fur C. glutamicum oder ver- 
wandte Organismen zu dienen. Wie hier verwendet, betrifft der Be- 

40 griff "hinreichend homolog" Proteine oder Abschnitte davon, deren 
Aminosauresequenzen eine minimale Anzahl identischer oder aquiva- 
lenter (bspw. einen Aminosaurerest mit einer ahnlichen Seiten- 
kette wie, ein Aminosaurerest in einer der Sequenzen von Anhang B) 
Aminosaurereste zu einer Aminosauresequenz aus Anhang B aufwei- 

45 sen, so daS das Protein oder ein Abschnitt davon die Ausbeute, 
Produktion und/oder Eff izienz der Produktion einer oder mehrerer 
Feinchemikalien in C. gJutainicum modulieren, Kohlenwasserstof fe 
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abbauen, Terpenoide oxidieren, als Ziel fur Arzneimi ttelentwick- 
lung dieneri oder als Ident if ikationsmarker fur C. glutamicum oder 
verwandte Organismen dienen kann. Beispiele dieser Aktivitaten 
sind ebenfalls hier beschrieben. Somit tragt die "Funktion eines 
5 MCP-Proteins" zur Gesamt-Regulation des Stof fwechselweges einer 
oder mehrerer Feinchemikalien oder zum Abbau eines Kohlenwasser- 
stof fs oder zur Oxidation eines Terpenoids bei. 

Bei einer weiteren Ausf lihrungsf orm ist das Protein mindestens 
10 etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 60-70%, starker bevor- 
zugt mindestens etwa 70-80%, 80-90%, 90-95% und am.starksten be- 
vorzugt mindestens. etwa 96%, 97%, 98%, 99% oder noch homologer zu 
einer vollstandigen Aminosauresequenz in Anhang B. 

15 Abschnitte von Proteinen, die von den erf indungsgemaSen MCP-Nu- 
kleinsauremolekulen codiert werden, sind vorzugsweise biologisch 
aktive Abschnitte von einem der MCP-Proteine . Der Begriff "biolo- 
gisch aktiver Abschnitt eines MCP-Proteins" , wie er,hier verwen- 
det wird, soli einen Abschnitt, bspw. eine Domane/ein Motiv eines 

20 MCP-Proteins, umfassen, die/das die Ausbeute, Produktion und/oder 
Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in 
C. glutamicum moduliert, Kohlenwasserstof fe abbaut, Terpenoide 
oxidiert, als Ziel fur Arzneimittelentwicklung oder als Identi- 
f ikationsmarker fur C. glutamicum oder verwandte Organismen 

25 dient. Zur Bestimmung, ob ein MCP-Protein oder ein biologisch ak- 
tiver Abschnitt davon die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz 
der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutami- 
cum modulieren, Kohlenwasserstof fe abbauen oder Terpenoide oxi- 
dieren kann, kann ein Test der enzymatischen Aktivitat durchge- 

30 fiihrt werden . Diese Testveff ahreri, wie eingehend beschrieben in 
Beispiel 8 des Beispielteils, sind dem Fachmann gelaufig. 

Zusatzliche Nukleinsauref ragmente, die biologisch aktive Ab- 
schnitte eines MCP-Proteins codieren, lassen sich durch Isolieren 
35 eines Abschnitts "von einer der Sequenzen in Anhang B, Exprimieren 
1 des codierten Abschnitt des MCP-Proteins oder -Peptides (z.B. 

durch rekombinante Expression in vitro) und Bestimmen der Aktivi- 
tat des codierten Abschnittes des MCP-Proteins oder -Peptides 
herstellen. 

40 

Die Erf indung umfa&t zudem Nukleinsauremolekule, die sich von ei- 
ner der in Anhang A gezeigten Nukledtidsequenzen (und Abschnitten 
davon) aufgrund des degenerierten genetischen Codes unterscheiden 
und somit das gleiche MCP-Protein codieren wie dasjenige, das von 
45 den in Anhang A gezeigten Nukleotidsequenzen codiert wird. In. ei- 
ner anderen Ausfuhrungsf orm hat ein erf indungsgema&es isoliertes- 
Nukleinsauremolekul eine Nukleotidsequenz, die ein Protein mit 
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einer ih Anhang B gezeigten Aminosauresequenz codiert. In einer 
weiteren Ausf iihrungsf orm. codiert das erf indungsgemaSe Nukleinsau- 
remolekul ein C. g!utaj7iicu/n-Vollangenprotein, das zu einer Amino- 
sauresequenz aus Anhang B (codiert von einem in Anhang A gezeig- 
5 ten offenen Leseraster) im wesentlichen homolog ist. 

Zusatzlich zu den in Anhang A gezeigten C. glu ta/nicu/n-MCP-Nukleo- 
tidsequenzen, ist dem Fachmann bekannt, da£ DNA-Sequenzpolymor- 
phismen, die zu Anderungen in den Aminosauresequenzen v.on MCP- 

10 Proteinen flihren, innerhalb einer Population (bspw. der C. gluta- 
micum- Population) existieren konnen. Diese genetischen Polymor- 
phismen im MCP-Gen konnen zwischen Individuen innerhalb einer Po- 
pulation aufgrund der naturlichen Variation existieren. Wie hier 
verwendet, bedeuten die Begriffe "Gen" und " rekombinantes Gen" 

15 NukleinsSuremolekiile mit einem .offenen Leseraster, das ein MCP- 
Protein, vorzugsweise ein C. glutajpicum-MCP- Protein, codiert. 
Diese naturlichen Variationen bewirken ublicherweise eine Varianz 
von 1-5% in der Nukleotidsequenz des MCP-Gens . Samtliche Nukleo- 
tidvariationen und daraus resultierenden Aminosaurepolymorphismen 

20 in MCP, >die das Ergebnis naturlicher Variation sind und die funk- 
tionelle Aktivitat von MCP- Proteinen nicht verandern, sollen im 
Umfang der Erfindung liegen. 

Nukleinsauremolekule, die naturlichen Varianten entsprechen, und 

25 Nicht-C. gl u t ami cam-Homo loga der erf indungsgemSSen C. glutamicum- 
MCP-cDNA konnen aufgrund ihrer Homologie zur hier of fenbarten C. 
gluta/nicu/n-MCP-Nukleinsaure mit der C. glutamicum-cDNA. Oder einem 
Abschnitt davon als Hybridisierungssonde gemafc Standard-Hybridi- 
sierungstechniken unter stringenten Hybridisierungbedingungen 

30 isoliert werden. In einer anderen Aus fuhrungs form ist .folglich 
ein erf indungsgemaSes isoliertes Nukleinsauremolekul mindestens 
15 Nukleotide- lang und hybridisiert unter stringenten Bedingungen 
mit dem Nukleinsauremolekul, das eine Nukleotidsequenz aus Anhang 
A umfafit. In anderen Ausf uhrungsf ormen ist die Nukleinsaure mih- 

35 destens 3 0, 50, 100, 250 Nukleotide . lang Oder langer. Der Begrif f 
"hybridisiert unter stringenten Bedingungen", wie er hier verwen- 
det wird, soli Hybridisierungs- und Waschbedingungen beschreiben, 
unter denen Nukleotidsequenzen, die mindestens 60% homolog zuein- 
ander sind, gewohnlich aneinander hybridisiert bleiben. Die Be- 

40 dingungen sind vorzugsweise derart, da£ Sequenzen, die mindestens 
etwa 65%, starker bevorzugt mindestens etwa 70% und noch starker 
bevorzugt mindestens etwa 7 5% Oder starker zueinander homolog 
sind, gewohnlich aneinander hybridisiert bleiben. Diese stringen- 
ten Bedingungen sind dem Fachmann bekannt und lassen sich in Aus- 

45 ubel et al . , Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & 
Sons, N.Y. (1989), 6.3.1-6.3.6. finden. Ein bevorzugtes, nicht- 
einschrankendes Beispiel fur stringente Hybridisierungsbedingun- 
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gen ist eine Hybridisierung in 6x Natriumchlorid/Natriumci trat 
(SSC) bei etwa 45°C, gefolgt von einem oder mehreren Waschschrit- 
ten in 0,2x SSC, 0,1% SDS bei 50-65°C. Ein erf indungsgemaSes iso- 
liertes Nukleinsauremolekul, das unter stringenten Bedingungen an 
5 eine. Sequenz aus Anhang A hybridisiert , entspricht vorzugsweise. 
einem naturlich vorkommenden Nukleinsauremolekul . Wie hier ver- 
wendet betrifft ein "naturlich vorkommendes" Nukleinsauremolekul 
ein RNA- Oder DNA-Molekiil mit einer Nukleotidsequenz, die in der 
v Natur vorkommt (bspw. ein naturliches Protein codiert) . Bei v einer 
-10 Aus fuhrungs form codiert die Nukleinsaure ein naturlich vorkommen- 
des C. .glutamicufli-MCP-Protein. 

Zusatzlich zu naturlich vorkommenden Varianten der MCP-Sequenz, 
die in der Population existieren konnen, ist der Fachmann sich 

15 ebenfalls bewuSt dariiber, da£ Anderungen durch Mutation in eine . 
Nukleotidsequenz von Anhang A eingebracht werden konnen, was zur 
Anderung der Aminosauresequenz des codierten MCP-Proteins fuhrt, 
ohne daS die Funktionsfahigkeit des MCP-Proteins beeintrachtigt 
wird. Bspw. lassen sich Nukleotidsusbtitutionen, die an "nicht- 

20 essentiellen" Aminosaureresten zu Aminosauresubstitutionen flih- 
ren, in einer Sequenz von Anhang A herstellen. Ein "nicht-essen- 
tieller" Aminosaurerest ist ein Rest, der sich in der Wildtypse- 
quenz von einem der MCP-Proteine (Anhang B) verandern la£t, ohne 
daS die Aktivitat des MCP-Proteins verandert wird, wohingegen ein 

25 "essentieller" Aminosaurerest fur. die MCP-Proteinaktivitat erf or- 
der! ich ist. Andere Aminosaurereste 'jedoch (bspw. nicht-konser- 
vierte oder lediglich semikonservierte Aminosaurereste in der Do- 
mane mit MCP-Aktivitat) konnen fur die Aktivitat nicht essentiell 
sein und lassen sich somit wahrscheinlich verandern, ohne dafi die 

30 MCP-Aktivitat verandert wird. 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft folglich Nukleinsaure- 
molekiile, die MCP-Proteine codieren, die verandert e Aminosaurere- 
ste enthalten, die fur die MCP-Aktivitat nicht-essentiell sind. 

35 Diese MCP-Proteine uriterscheiden sich in der Aminosauresequenz 
von . einer Sequenz in Anhang B, behalten aber dennoch mindestens 
eine der hier beschriebenen MCP-Aktivitaten . Das isolierte Nu- 
kleinsauremolekul umfafct bei einer Aus fuhrungs form eine Nukleo- 
tidsequenz, die ein Protein codiert, das eine Aminosauresequenz 

40 umfafit, die mindestens etwa 50% Homologie zu einer Aminosaure- 
sequenz aus Anhang B aufweist und die Ausbeute, Produktion und/ 
oder Eff izienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien 
in C. glutamicum modulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpe- 
noide oxidieren, als Ziel fur Arzneimittelentwicklung dienen oder 

45 als Identif ikationsmarker fur C. glutamicum oder verwandte Orga- 
nismen dienen kann. Das von dem Nukleinsauremolekul codierte Pro- 
tein weist vorzugsweise mindestens etwa 50-60%, starker bevorzugt 
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mindestens etwa 60-70%, noch starker bevorzugt mindestens etwa 
70-80%., 80-90%, 90-95%, und am starksten bevorzugt mindestens 
etwa 96%, 97%, 98% oder 99% Homologie zu einer der Sequenzen in 
Anhang B auf . 

5 > 

Zur Bestimmung der prozentualen Homologie von zwei Min'osaurese- 

quenzen (bspw. einer der Sequenzen aus Anhang B und einer mutier 

ten Form davon) oder von zwei Nukleinsauren werden die Sequenzen 

fur optimale Vergleichszwecke untereinander geschrieben (bspw. 

10 konnen Liicken in die Sequenz eines Proteins oder einer Nuklein- 
saure eingefugt werden, . damit e in optimales Alignment mit dem an 
deren Protein oder der anderen Nukleinsaure erzeugt wird) . Die 
Aminosaurereste oder die Nukleotide werden dann an den entspre- 
chenden Aminosaure- oder Nukleotidpositionen miteinander vergli- 

15 chen. Wenn eine Position in einer Sequenz (bspw. einer der Se- 
quenzen vori Anhang B) vom gleichen Aminosaurerest oder Nukleotid 
belegt wird, wie an der entsprechenden Stelle in der anderen Se- 
quenz (bspw. einer mutanten Form der aus Anhang B ausgewahlten 
Sequenz), dann sind die Molekule an dieser Position homolog ,(d.h 

20 der hier verwendete Begriff Aminosaure- oder Nukleinsaure- "Homo- 
logie" ist Equivalent zu Aminosaure- oder Nukleinsaure-" Identi- 
tat"). Die prozentuale Homologie zwischen den beiden Sequenzen 
. ist eine Funkticpn der Anzahl der identischen Ppsitionen in alien 
Sequenzien (d.h. % Homologie = Anzahl der identischen Positionen/ 

25 Gesamtanzahl der Positionen x 100). 

Ein isoliertes Nukleinsauremolekul, das ein MCP-Protein codiert, 
das zu einer Proteinsequenz aus Anhang B homolog ist, kann durch 
Einbringen von einer oder mehreren Nukleotidsubstitutionen, 

30 -additionen oder -deletionen in eine Nukleotidsequenz aus Anhang 
A erzeugt werden, so dafi eine oder mehrere Aminosauresubsti- 
tutionen, -additionen oder -deletionen in das codierte Protein 
- eingebracht werden. Die Mutationen konnen in eine der Sequenzen 
aus Anhang A durch Standard-Techniken, wie stellengerichtete Mu- 

35 tagenese und PCR-vermittelte Mutagenese, eingebracht werden. Vor 
zugsweise werden konservative Aminosauresubstitutionen an einem 
oder mehreren der vorhergesagten nicht-essentiellen Aminosaurere 
ste eingefuhrt. Bei einer "konservativen Aminosauresubstitution" 
wird der Aminosaurerest durch einen Aminosaurerest mit einer ahn 

40 lichen Seitenkette ausgetauscht . Im Fachgebiet sind Familien von 
Aminosaureresten mit ahnlichen Seitenketten definiert worden. 
Diese Familien umfassen Aminosauren mit basischen Seitenketten 
(z.B. Lysin, Arginin, Histidin) , sauren Seitenketten (z.B. Aspa- 
raginsaure, Glutaminsaure) , ungeladenen polaren Seitenketten 

45 (z.B. Glycin., Asparagin, Glutamin, Serin, Threonin, Tyrosin, Cy- 
stein) , nicht-polaren Seitenketten, (bspw. Alanin, Valin, Leucin 
Isoleucin, Prolin, Phenylalanin, Methionin, Tryptophan), beta- 
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Verzweigten Seitenketten (z.B. Threonin, Valin, Isoleucin) und 
aromatischen Seitenketten y (z.B. Tyrosin, Phenylalanin, , Trypto- 
phan, Histidin) . Ein vorhergesagter nicht-essentieller Aminosau-^ 
rerest in einem MCP-Protein wird somit vorzugsweise durch einen 
5 anderen Aminosaurerest der gleichen Seitenkettenf amilie ausge- 
tauscht. In einer weiteren Ausf iihrungsf orm konnen die Mutationen 
alternativ zufallsgemaS uber die gesamte Oder einen Teil der MCP- 
codierenden Sequenz eingebracht werden, bspw. .durch Sattigungsmu- 
tagenese, und die resultierenden Mutanten konnen auf eine bier. 

10 beschriebene MCP-Aktivitat untersucht werden, urn Mutanten zu 

identif izieren, die eine MCP-Aktivitat beibehalten. Nach der Mu- 
tagenese von einer der Sequenzeh aus Anhang A kann das codierte 
Protein rekombinant exprimiert werden, und die Aktivitat des Pro- 
teins kann bspw. mi t den hier beschriebenen Tests (siehe Beispiel 

15 8 des Beispiel teils) bestimmt werden. 

Zusatzlich zu den Nukleinsauremolekiilen, die die vorstehend be- 
schriebenen MCP-Proteine codieren, betrifft ein we iter er Aspekt 
der Erf indung isolierte Nukleinsauremolekiile, die antisense dazu 

20 sind. Eine " Antisense- "Nukleinsaure umfa£t eine Nukleotidsequenz, 
die zu einer "Sense- "Nukleinsaure, welche ein Protein codiert, 
komplementar ist, bspw. komplementar zum codierenden Strang eines 
doppelstrangigen cDNA-Molekiils oder komplementar zu einer mRNA- 
Sequenz. Eine Antisense-Nukleinsaure kann folglich iiber Wasser- 

25 stof fbriickenbindungen an eine Sense-Nukleinsaure binden. Die An- 
tisense-Nukleinsaure kann zum gesamten MCP-codierenden Strang 
Oder nur zu einem Abschnitt davon komplementar sein. Bei einer 
Ausfuhrungsf orm ist ein Antisense-Nukleinsauremolekul antisense 
zu einem "codierenden Bereich" des codierenden Stranges einer Nu- 

30 kleotidsequenz, die ein MCP-Protein codiert. Der Begriff "codie- 
render Bereich" betrifft den Bereich der Nukleotidsequenz, der 
Codons umfaSt, die in Aminosaurerest e translatiert werden (bspw. 
. umf a£t der gesamte codierende Bereich von SEQ.-ID. RXA00003 die 
Nukleotide 1 bis 741). Bei einer weiteren Ausfuhrungsf orm ist das 

35 Antisense-Nukleinsauremolekul antisense zu einem "nictit-codieren- 
den Bereich" des codierenden Stranges einer Nukleotidsequenz , die 
MCP codiert. Der Begriff "nicht-codierender Bereich" betrifft 5'- 
und 3 '-Sequenzen, die den codierenden Bereich f lankier en , und 
nicht in Aminosauren translatiert werden (d.h. die auch als 5'- 

40 und 3 '-untranslatierte Bereiche bezeichnet werden). 

Bei den hier offenbarten Sequenz en des codierenden Stranges, die 
das MCP codieren (bspw. die Sequenzen . aus Anhang A), konnen die 
erf indungsgema£en Antisense-Nukleinsauren gemaS der Regeln der 
45 Watson-Crick-Basenpaarung ausgestaltet werden. Das Antisense-Nu- 
kleinsauremolekul kann zum gesamten codierenden Bereich von MCP- 
mRNA komplementar sein, ist aber starker bevorzugt ein Oligonu- 
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kleotid, das zu lediglich einem Abschnitt des codierenden oder 
nicht-codierenden Bereichs der MCP-mRNA antisense ist. Das Anti- 
sense-Oligonukleotid kann bspw.' zum Bereich, der die Trans la ti- 
onsstartstelle von MCP-mRNA umgibt, komplementar sein. Ein Anti- 
5 sense-Oligonukleotid kann bspw. etwa 5, 10, 15, '2.0, 25, 30,* 35, 
40, 45 oder 50 Nukleotide lang sein. Eine erf indungsgemafce Anti- . 
sense-Nukleinsaure kann durch chemische Synthese und enzymatische 
Ligationsreaktionen mittels im Fachgebiet bekannter Verfahren 
konstruiert werden. Eine Antisense-Nukleinsaure (bspw. ein Anti- 
10 sense-Oligonukleotid) kann chemisch synthetisiert werden, wobei 
naturlich vorkommende. Nukleotide oder verschieden modif izierte 
Nukleotide verwendet werden, die so gestaltet sind, da& sie die 
biologische Stabilitat der Molekule erhohen oder die physikali- 
sche Stabilitat des Duplexes erhohen, der zwischen der Antisense- 
15 und Sense-Nukleinsaure entstanden ist. Bspw. konnen Phosphor t- 
hioat-Derivate und acridinsubstituierte Nukleotide verwendet wer- 
den. Beispiele modif izierter Nukleotide, die zur Erzeugung der 
Antisense-Nukleinsaure verwendet werden konnen, sind u. a. 5-Fluo- 
ruracil, 5-Bromiiracil , 5-Chloruracil , 5-Ioduracil, Hypoxanthin, 
20 Xanthin, 4-Acetylcytosin, 5- (Carboxyhydroxylme thy 1) uracil, 5-Car- 
boxymethylaminomethyl-2-thiouridin, 5-Carboxymethylaminomethyiu- 
racil, pihydrouracil, Beta-D-Galactosylqueosin, Inosin,< N6-Iso- 
pentenyladenin, 1-Methylguanin, 1-Methylinosin, 2 , 2-Dimethylgua- 
nin, 2 -Me thy laden in, 2-Methylguanin, 3-Methylcytosin, 5-Methylcy- 
25-tosin, N6-Adenin, 7-Methylguanin, 5-Methylaminomethyluracil , 

5-Methoxyaminomethyl-2-thiouracil, Beta-D-Mannosylqueosin, 5 '-Me- 
thoxycarboxymethyluracil, 5-Methoxyuracil , 2-Methylthio-N6-iso- 
pentenyladenin, Uracil-5-oxyessigsaure (v) , Wybutoxosin, Pseudou- 
racil, Queosin, 2-Thiocytosin, 5-Methyl-2-thiouracil / 2-Thioura- 
30 cil, 4-Thiouracil, 5-Methyluracil Uracil-5-oxyessigsauremethyle- 
ster, Uracil-5-oxyessigsaure (v) , 5-Methyl-2-thiouracil , 
3- ( 3 -Amino-3-N-2-carboxypropyl) uracil, (acp3)wund 2 , 6-Diaminopu- 
rin. Die Antisense-Nukleinsaure kann ersatzweise biologisch her- 
gestellt werden, indem ein Expressionsvektor verwendet wird, in 
35 den eine Nukleinsaure in Antisense-Richtung subkloniert worden 
ist (d.h. RNA, die r von der eingebrachten Nukleinsaure transkri- 
biert wird, ist zu einer Zielnukleinsaure von Interesse in Anti-. 
sense-Richtung orientiert, was im riachstehenden Unterabschnitt 
weiter beschrieben ist) / 
40 } 

* Die erf indungsgemafcen Antisense-Nukleinsauremolekule werden ubli- 
cherweise an eine Zelle verabreicht oder in situ erzeugt, so daS 
sie mit der zellularen mRNA und/oder der genomischen DNA, die ein 
MCP- Protein codiert, hybridisieren oder daran binden, so daS die 
45 Expression des Proteins, bspw. durch Hemmung der Transkription 
und/oder Translation, gehemmt wird. Die Hybridisierung kann durch 
herkommliche Nukleotid-Komplementari tat unter Bildung eines sta- 
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; bilen Duplexes oder bspw. im Fall eihes An t i sense-Nukl einsaur emo - 
lekuls,das DNA-Duplices bindet, durch spezifische Wechselwirkun- 
gen in der groSen Furche der Doppelhelix erfolgen. Das Antisense- 
Molekul kann so modifiziert werden, daft es spezifisch an einen 
5 Rezeptor oder an ein Antigen bindet, das auf einer ausgewahlten 
Zelloberf lache exprimiert. wird, bspw. durch Verknupfen cles Anti- 
sense-Nukleinsauremolekiils mit ,einem Peptid oder einem Antikor- 
per, das/der an einen Zelloberf lachenrezeptor oder Antigen bin- 
det. Das Antisense-Nukleinsauremolekul kann auch unter Verwendung 
10 der hier beschriebenen Vektoren an Zellen verabreicht werden. Zur' 
Erzielung hinreichender intrazellularer Konzentrationen der Anti- 
sense-Molekiile sind Vektorkonstrukte, in denen sich das Antisen- 
se-Nukleinsauremolekul unter der Kontrolle eines prokaryotischen, 
viralen oder eukaryotischen Promotors befindet, bevorzugt. 

15 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm ist das erf indungsgemaSe Anti- 
sense-Nukleinsauremolekul ein a-anomeres Nukleinsauremo/lekul . Ein 
a-anomeres Nukleinsauremolekul bildet spezifische doppelstrangige 
Hybride mit komplementarer RNA, wobei die Strange im Gegensatz 

20 zu gewohnlichen p-Einheiten parallel zueinander verlaufen., 
(Gaultier et al . , (1987) Nucleic Acids Res. 15:6625-6641). 
Das Antisense-Nukleinsauremolekul- kann zudem ein 2'-0-Methyl- 
4 ribonukleotid (Inoue et al . , (1987) Nucleic Acids Res. 

15:6131-6148) oder ein chimares RNA- DNA- Ana logon (Inoue et al. 

25 (1987) FEBS Lett. 215:327-330) umfassen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm' ist eine erf indungsgema&e Anti- 
sense-Nukleinsaure ein Ribozym. Ribozyme sind katalytische RNA- 
Molekule mit Ribonukleaseaktivitat, die eine einzelstrangige Nu- 

30 kleinsaure, wie eine mRNA, zu der sie einen komplementaren Be- 
reich haben, spalten konnen. Somit konnen Ribozyme (z.B. Hammer- 
head-Ribozyme (beschrieben in Haselhoff und Gerlach (1988) Nature 
334:585-591)) zur katalytischen Spaltung von MCP-mRNA-Transkrip- 
ten verwendet werden, urn dadurch die Translation der MCP-mRNA zu 

35 hemmen. Ein Ribozym mit Spezifitat fur eine MCP-codierende Nu- 
kleinsaure kann auf der Basis der Nukleotidsequenz einer hier of- 
fenbarten MCP-cDNA (d.h. RXA00003 in Anhang A) gestaltet werden. 
Bspw. kann ein Derivat einer Tetrahymena-L-19-IVS-RNA konstruiert 
werden, wobei die Nukleotidsequenz der aktiven Stelle komplemen- 

40 tar zur Nukleotidsequenz ist, die in einer MCP-codierenden mRNA 
gespalten werden soli. S. bspw. Cech et al., US-Patent Nr. .4 987 
071 und Cech et al . , US-Patent Nr. 5 116 742. Alternativ kann 
MCP-mRNA zur Selektion einer katalytischen RNA mit spezifischer 
Ribonukleaseaktivitat aus einem Pool von RNA-Molekuleii verwendet 

45 werden. Siehe bspw. Bartel, D., und Szostak, J.W. (1993) Science 
261:1411-1418. 



BASF Aktiengesellschaft 992804,, ,,,„• O.,?. ,Q050/50$74 DE 

, > ■ » ■> y * » > t i . • 

, » ■» , « « » > > » • 

, , , , » ■» > « * ; . 1 • » ■» 

» » 1 

, » "I > > » » ■» s > "» ■"» 

30 

Die MCP-Genexpression la£t sich alternativ hemmen, indem Nukleo- 
tidsequenzen, die komplementar zum regulator ischen Bereich einer 
MCP-Nukleotidsequenz sind (bspw. zu einem MCP-Promotor und/oder 
J -Enhancer) so dirigiert werden, da£ Triple-Helixstiruktur-en gebil- 
5 det werden, die die Transkription eines MCP-Gens in Ziel-Zellen 
verhindern. Siehe allgemein Helene, C. (1991) Anticancer Drug 
Res. 6(6) 569-584; Helene, C.^ et al . , (1992) Ann. N. Y. Acad.. 
Sci. 660:27-36; und Maher . L.J. (1992) Bioassays 14 ( 12 ): 807-815 . 

10 B. Rekombinante Expressionsvektoren und Wirtszellen 

Ein weiterer Aspekt der Erf indurtg betrifft Vektoren, vorzugsweise 
Expressionsvektoren, die eine Nukleinsaure enthalten, die ein 
MCP-Protein (oder einen Abschnltt davon) codieren. Wie hier ver- 

15 wendet, betrifft der Begriff "Vektor" ein Nukleinsauremolekul , 
das eine andere Nukleinsaure transportieren kann, an welche es 
gebunden ist. Ein Vektortyp ist ein "Plasmid", was fiir eine zir- 
kulare doppelstrangige DNA-Schleife steht, in die zusatzliche 
DNA-Segmente ligiert. werden konnen. Ein weiterer Vektortyp ist 

20 ein viraler Vektor, wobei zusatzliche DNA-Segmente in das virale 
Genom ligiert werden konnen. Bestimmte Vektoren konnen in einer 
Wirtszelle, in die sie eingebracht worden sind, autonom replizie- 
ren (bspw. Bakterienvektoren mit bakteriellem Replikations- 
ursprung und episomale Saugetiervektoren). Andere Vektoren (z.B. 

25 nicht-episomale Saugetiervektoren) werden in das Genom einer 
Wirtszelle beim Einbringen in die Wirtszelle integriert und da- 
durch zusammen mit dem Wirtsgenom repliziert. Zudem konnen be- 
stimmte Vektoren die Expreission von Genen, mit denen sie funkti- 
onsfahig verbunden sind, steuern. Diese Vektoren werden hier als 

30 "Expressionsvektoren" bezeichnet. Gewohnlich haben die Expres- 
sionsvektoren, die bei DNA-Rekombinat ions techniken verwendet wer- 
den konnen, die Form von Plasmiden/ In der vorliegenden Beschrei- 
bung konnen "Plasmid" und "Vektor" austauschbar verwendet werden, 
f da das Plasmid die am hkufigsten verwendete Vektorform ist. Die 

35 Erfindung soil jedoch andere Express ionsvekt or formen, wie virale 
Vektoren (bspw. replikationsdef iziente Retroviren, Adenoviren und 
adenoverwandte Viren), die ahnliche Funktionen ausuben, umfassen. 

Die erf indungsgemafcen rekombinanten Expressionsvektoren umfassen 
40 eine erf indungsgemafce Nukleinsaure in eiher Form, die sich zur 
Expression der Nukleinsaure in einer Wirtszelle eignet, d.h, da& 
die rekombinanten Expressionsvektoren eine oder mehrerie regulato- 
rische Sequenzen, ausgewahlt auf der Basis der zur Expression zu 
verwendenden Wirtszellen, umfassen, die mit der zu exprimierenden 
45 Nukleinsauresequenz funktionsf ahig verbunden sind. In einem re- 
kombinanten Express ions vektor bedeutet "funktionsf ahig verbun- 
den", da£ die Nukleotidsequenz von Interesse derart an die 
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regulatorische(n) Sequenz(en) gebunden ist, da£ die Expression 
der Nukleotidsequenz moglich ist (bspw. in einem' in-vitro-Tran- 
skriptions-/Translationssystem oder in einer Wirtszelle, wenn der 
Vektor in die Wirtszelle eingebracht ist). Der Begriff "regulato- 
5 rische Sequenz" soil Promotoren, Repressorbindungsstellen, Akti- 
vatorbindungsstellen, Enhancerbereiche und andere Express ionskon- 
trollelemente (bspw. Terminatoren, andere Elemente der m-RNA-Se- 
kundarstruktur oder Polyadenylierungssignale) umfassen. Diese re- 
gulatorischen Sequenzen sind bspw beschrieben in.Goeddel: Gene 

10 Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic' Press, 
San Diego, CA (1990). Regulatorische Sequenzen umfassen solche, 
die die konstitutive Expression einer Nukleotidsequenz in vielen 
Wirtszelltypen steuern, und solche, die die Expression der Nu- 
kleotidsequenz nur in bestimmten Wirtszellen steuern. Der Fach- 

15 mann ist sich dessen bewuSt, da£ die Gestaltung eines Expres- 
sionsvektors von Faktoren abhangen kann, wie der Wahl der zu 
transf ormierenden Wirtszelle, dem gewiinschten AusmaS der Protei- 
nexpression usw. Die erf indungsgemafcen Express ionsvektor en konnen 
in die Wirtszellen eingebracht werden, so daS dadurch Proteine 

20 oder Peptide, einschlieSlich der Fusionsproteine oder -peptide, 
die von den Nukleinsauren, wie hier beschrieben, codiert werden, 
hergestellt werden (bspw. MCP-Proteine, mutierte Formen von MCP- 
Proteinen, Fusionsproteine, usw.). 

25 Die erf indungsgema&en rekombinanten Express ionsvektoren konnen 
zur Expression von MCP- Proteinen in prokaryotischen oder eukaryo- 
tischen Zellen ausgestaltet sein. Bspw. konnen MCP-Gene in bakte- 
riellen Zellen, wie C. glut ami cum, Insektenzellen (mit Baculovi- 
rus-Expressionsvektoren) , Hefe- und anderen Pilzzellen (siehe^Ro- 

30 manos, M.A. et al. (1992) "Foreign gene expression in yeast: a 
review", Yeast 8: 423-488; van den Hondel, C. A. M.J. J. et al . 
(1991) "Heterologous gene expression in filamentous fungi" in: - 
More Gene Manipulations in Fungi, J.W. Bennet & L.L. Lasure, 
Hrsg., S. 396-428: Academic Press: San Diego; und van den Hondel,. 

35 C. A.M. J. J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems and vector 
development for filamentous fungi, in: Applied Molecular Genetics 
' of Fungi, Peberdy, J.F. et al., Hrsg, S. 1-28, Cambridge 

University Press: Cambridge), Algenzellen und Zellen vielzelliger 
Pflanzen (siehe Schmidt, R. und Willmitzer, L. (1988) "High 

40 efficiency Agrobacterium tumef aciens-mediated transformation of 
Arabidopsis thaliana leaf and cotyledon explants" Plant Cell.- 
Rep.: 583-586) oder Saugetierzellen exprimiert werden. Geeignete 
Wirtszellen werden weiter erortert in Goeddel, Gene Expression 
Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, 

45 CA (1990). Der rekombinante Expressionsvektor kann alternativ, 
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bspw. mit regulator ischen Sequenzen des T7-Promotors und 
T7-Polymerase, in vitro transkribiert und translatiert werden. 

Die Expression von Proteinen in Prokaryoten erfolgt meist mit 
5 Vektoren, die konstitutive oder induzierbare Promotoren enthal- 
ten, die die Expression von Fusions- oder Nicht-Fusionsproteinen 
steuern. Fusionsvektoren steuern eine Reihevon Aminosauren zu 
einem darin codierten Protein, gewdhnlich am Aminoterminus des 
rekombinanten Proteins, bei. Diese Fusionsvektoren haben gewohn- 

10 lich drei Aufgaben: 1) die Verstarkung der Expression von rekom- 
binantem Protein; 2) die Erhohung der Loslichkeit des rekombinan- 
ten Proteins; und 3) die Unterstutzung der Reinigung des rekombi- 
nanten Proteins durch wirkung als Ligand bei der Af f initatsreini- 
gung. Bei Fusions-Expressionsvektoren wird oft eine proteolyti- 

15 sche Spaltstelle an der Verbindungsstelle der Fusionseinheit und 
des rekombinanten Proteins eingebracht / so da£ die Trennung des 
rekombinanten Proteins von der Fusionseinheit nach der Reinigung 
des Fusionsproteins moglich ist. Diese Enzyme und ihre entspre- 
chenden Erkennungs sequenzen umfassen Faktor Xa, Thrombin und Ent- 

20 erokinase. 

Ubliche Fusionsexpressionsvektoren umfassen pGEX (Pharmacia Bio- 
* tech Inc; Smith, D . B . und Johnson, K..S. ( 1988) Gene 67 : 31-40 ) , 
pMAL (New England Biolabs, Beverly, MA) " und pRIT 5 (Pharmacia, 

25 Piscataway, NJ) , bei denen Glutathion-S-Transf erase (GST), Mal- 
tose E-bindendes Protein bzw. Protein A an das rekombinante Ziel- 
protein fusioniert wird. Bei einer Aus fuhrungs form ist die codie- 
rende Seguenz des MCP- Proteins in einen pGEX-Expressionsvektor 
kloniert, so daS ein Vektor erzeugt wird, der ein Fusionsprotein 

30 codiert, umfassend vom N-Terminus zum C-Terminus : GST - Thrombin- 
Spaltstelle - X-Protein. Das Fusionsprotein kann durch Affinitat- 
schromatographie mittels Glutathion-Agarose-Harz gereinigt wer- 
den. Das rekombinante MCP-Protein, das nicht mit GST fusioniert 
ist, kann durch Spaltung des Fusionsproteins mit Thrombin gewon- 

35 nen werden. 

Beispiele geeigneter induzierbarer Nicht-Fusions-E. -coIi-Expres- 
sionsvektoren umfassen pTrc (Amann et al.", (1988) Gene 
69:301-315) und pET lid (Studier et al . Gene Expression 

40 Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, 
Kalifornien (1990) 60-89) . Die Zielgenexpression aus dem pTrc- 
Vektor beruht auf der Transkriptioh durch Wirts-RNA-Polymerase 
von einem Hybrid-trp-lac-Fusionspromotor . Die Zielgenexpression 
aus dem pET lld-Vektor beruht auf der Transkription von einem 

45 T7-gnl0-lac-Fusions-Promotor, die von einer coexprimierten vira- 
len RNA-Polymerase (T7 gnl) vermittelt wird. Diese virale 
Polymerase wird von den VJirtsstammen BL 21 (DE3) oder HMS174 
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(DE3) von einem residenten X,- pr °P ha 9en gelief ert , der ein T7 
gnl-Gen unter der Transkriptiohskontrolle des lacUV 5-Promotors 
birgt. i v 

5 Eine .Strategie zur Maximierung der Expression des rekombinanten 
Proteins ist die Expression des Proteins in einem Wirtsbakterium, 
dessen Fahigkeit zur proteolytischen Spaltung des rekombinanten 
Proteins gestort ist (Gottesman, S. Gene Expression Technology: 
Methods in Enzymology 185, . Academic Press, San Diego, Kalifornien 

10 (1990) 119-128). Eine weitere Strategie ist die Veranderung der 
Nukleinsauresequenz der in einen Express ionsvektor zu inserieren- 
den Nukleinsaure, so daS die einzelnen Codons fur. jede Aminosaure 
diejenigen sind, die vorzugsweise in einem zur Expression ausge- 
wahlten Bakterium, wie C. glutamicum, verwendet werden (Wada et 

15 al. (1992) Nucleic Acids Res. 20:2111-2118). Diese Veranderung 
der erf indungsgemafien Nukleinsauresequenz en kann durch Standard- 
DNA-Synthesetechniken erfolgen. 

Bei eirter' weiteren Ausfuhrungsf orm ist der MCP-Protein-Expres- 
20. sionsvektor ein Hef e-Expressionsvektor . Beispiele fur Vektoren 
zur Expression in der Hefe S. cerevisiae umfassen pYepSecl (Bal- 
dari et al . ', (1987) Embo J. 6:229-234), pMFa (Kurjan und Hersko- 
witz (1982) Cell 30:933-943), pJRY88 (Schultz et al. (1987) Gene 
54:113-123) sowie pYES2 (Invitrogen Corporation, San Diego, CA) . 
25 .Vektoren und Verfahren zur Konstruktion von Vektoren, die sich 
zur Verwendung in anderen Pilzen, wie f iiamentosen Pilzen, eig- 
nen, umfassen diejenigen, die eingehend beschrieben sind in: van 
den Hondel, C. A.M. J. J. & Punt, P.J. (1991) "Gene transfer systems 
and vector development for filamentous fungi, in: Applied Molecu- 
30 lar penetics of Fungi, J.F. Peberdy et al., Hrsg . , S. 1-28, Cam- 
bridge University Press: Cambridge. 

Alternativ konnen die erf indungsgemaSen MCP-Proteine in Insekten- 
zellen unter Verwendung von Baculovirus-Expressionsvektoren ex- 
35 primiert werden. Baculovirus -Vektoren, die zur Expression von 
Proteinen in gezuchteten Insektenzellen (bspw. Sf9-Zellen) ver- 
fugbar sind, umfassen die pAc-Reihe (Smith et al., (1983) Mol. 
Cell Biol.. 3:2156-2165) und die pVL-Reihe (Luck-low und Summers 
(1989) Virology 170:31-39). 

40 

In einer weiteren Ausfuhrungsf orm konnen die erf indungsgema£en 
MCP-Proteine in Zellen einzelliger Pflanzen (wie Algen) Oder in 
Pf lanzenzellen hoherer Pflanzen (bspw. Spermatophyten, wie Feld- 
fruchte) exprimiert werden. Beispiele fur Pf lanz en-Express ions - 
45 vektoren umfassen solche, die eingehend beschrieben sind in: Bek- 
ker, D., Kemper., E . , Schell , J. und Masterson, R. (1992) "New 
plant binary vectors with selectable markers located proximal to 
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the left border", Plant Mol . Biol. 20:1195-1197; und Bevan, M.W. 

(1984) "Binary Agrobacterium vectors for plant transformation", 
Nucl. Acids Res. 12:8711-8721. 

5 In einer weiteren Ausf iihrungsf orm wird eine erf indungsgemaSe Nu- 
kleinsaure in Saugetierzellen mit einem Saugetier-Expressionsvek- 
tor exprimiert. Beispiele .fur Saugetier-Expressionsvektoren um- 
fassen pCDM'8 (Seed, B. (1987) Nature 329:840) und pMT2 PC (Kaufman 
et al. (1987) EMBO J. 6:187-195). Bei der Verwendung in Sauge- 

10 tierzellen werden die Kontrollfunktionen des Expressionsvektors 
oft von viralen regulatorischen Elementen bereitgestellt . Gemein- 
hin verwendete Promo toren stammen bspw. aus Polyoma, Adenovirus 
2, Cytomegalievirus und Simian Virus 40. Weitere geeignete Ex- 
pressionssysteme fur prokaryotische und eukaryotische Zellen 

15 siehe in Kapitel 16 und 17 von Sambrook, J., Fritsch,' E.F. und 
Maniatis, T . , Molecular cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage, 
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, NY, 1989. 

Bei einer weiteren Ausf iihrungsf orm kann der rekombinante Sauge- 
20 tier-Expressionsvektor die Expression der Nukleinsaure vorzugs- 
weise in einem bestimmten Zelltyp bewirken (bspw. werden gewebe- , 
spezif ische regulatori.sche Elemente zur Expression der Nuklein- 
saure verwendet) . Gewebespezif ische regulator ische Elemente sind 
im Fachgebiet bekannt. Nicht-einschrankende Beispiele fur geei- 
25 gnete gewebespezif ische Promotoren umfassen den Albuminpromotor 
(leberspezif isch; Pinkert et al. (1?87) Genes Dev. 1:268-277), 
lymphoid-spezif ische Promotoren (Calame und Eaton (1988) Adv. Im- 
munol. 43:235-275), insbesondere Promotoren von T-Zellrezeptoren 
(Winoto und Baltimore (1989) EMBO J. 8:729-733) und Immunglobuli- 
30 nen (Banerji et al. (1983) Cell 33:729-740; Queen und Baltimore 
(1983) Cell 33:741-748) , neuronenspezif ische Promotoren (bspw. 
der Neurof i lament- Pr omot or ; Byrne und Ruddle (1989) PNAS 
86:5473-5477), pankreasspezif ische Promotoren (Edlund et al. , 

(1985) Science 230:912-916) und mi Ichdrusenspezif ische Promotoren 
35 (bspw. Milchserum-Promotor; US-Patent Nr. 4 873 316 und europai- 

sche. Patentanmeldungsverof fentlichung Nr. 2 64 166) . Entwicklungs- 
regulierte Promotoren sind ebenfalls umfa£t, bspw. die Maus-hox- 
Promotoren (Kessel und Gruss (1990) Science 249:374-379) und der 
cc-Fetoprotein-Proraotor (Campes und Tilghman (1989) Genes Dev. 
40 3:537-546) . 

Die Erf indung stellt zudem; einen rekombinanten Express ionsvekt or 
bereit, umfassend ein erf indungsgemaSes DNA Molekiil, das in Anti- 
sense-Richtung in den Expressionsvektor kloniert ist. D.h. da£ 
45 das DNA-Molekiil derart mit einer regulatorischen Sequenz funkti- 
onsfahig verbunden ist, daS die Expression (durch Transkription 
des DNA-Molekuls) eines RNA-Molekuls, das zur MCP-mRNA antisense 
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ist, moglicb wird. Es konnen regulatorische Seguenzen ausgewahlt 
werden, die f unkt ionsf ahig an eine in Antisense-Richtung klo- 
nierte Nukleinsaure gebunden sind und die kontinuierliche Expres- 
sion des Antisense-RNA-Molekiils in einer vielzahl von Zelltypen 
5 steuern, bspw. konnen virale Promotoren und/oder Enhancer oder 
regulatorische Sequenzen ausgewahlt werden, die die konstitutive, 
gewebespezif ische oder zelltypspezif iscbe Expression von Antisen- 
se-RNA steuern. Der Antisense-Expressionsvektor kann in Form ei- 
nes rekombinanten Plasmids, Phagemids oder attenuierten Virus 

10 vorliegen, in dem Antisense-Nukleinsauren unter der Kontrdlle ei- 
nes hochwirksamen regulatorischen Bereichs produz'iert werden, 
dessen Aktivitat durch den Zelltyp bestimmt wird, in den der Vek- 
tor eingebracbt wird. Fur eine Diskussion der Regulation der Ge- 
nexpression mittels Antisense-Genen siehe Weintraub, H. et al. f 

15 Antisense-RNA as a molecular tool for genetic analysis, Reviews - 
Trends in Genetics, Bd. 1(1) 1986. 

Ein weiterer Aspekt der Erf indung betr'if f t die Wirtszellen, in 
die ein erf indungsgemaSer rekombinanter Expressionsvektor einge- 

20 bracht worden ist. Die Begriffe "Wirtszelle" und " rekombinante 
Wirtszelle" werden hier untereinander austauschbar verwendet. Es 
ist selbstverstandlich, da£ diese Begriffe nicht nur eine be- 
stimmte Zielzelle, sondern auch die Nachkommen oder potentiellen 
Nachkommen dieser Zelle betreffen. Da in auf einanderf olgenden Ge- 

25 nerationen aufgrund von Mutation oder Umwelteinf lussen bestimmte 
Modif ikationen auftreten konnen^ sind diese Nachkommen nicht un- 
bedingt mit der. Parentalzel le identisch, sind jedoch im Umfang 
des Begriffs, wie er hier verwendet wird, noch umfafit. 

30 Eine Wirtszelle kann eine prokaryotische oder eukaryotische Zelle 
sein. Bspw. kann ein MCP- Protein in Bakterienzellen, wie C. gin- 
tamicum, Insektenzellen, Hefe- oder Saugetierzellen (wie Ovarzel- 
len des chinesischen Hamsters (CHO) oder COS-Zellen) exprimiert 
werden. Andere geeignete Wirtszellen sind dem Fachmann gelaufig. 

35 Mikroorganismen, die mit CoryneJbacteriujn glutamicum verwandt sind 
und sich geeignet als Wirtszellen fur die erf indungsgemaSen Nu- 
kleinsaure- und Proteinmolekule verwenden lassen, sind in Tabelle 
3 aufgefuhrt. 

40 Durch herkommliche Transformations- oder Trans f ektionsverf ahren 
lafct sich Vektor-DNA in prokaryotische oder eukaryotische Zellen 
einbringen. Die Begriffe "Transformation" und "Transf ektion" , 
"Konjugation" und "Transduktion" , wie sie hier verwendet werden, 
sollen eine Vielzahl von im Stand der Technik bekannt en Verf ahren 

45 zum Einbringen fremder Nukleinsaure (bspw. DNA) in eine Wirts- 
zelle umfassen, einschliefclich natiirlicher Kompetenz, chemisch 
vermittelter Ubertragung, Calciumphosphat- oder Calciumchlorid- 
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Coprazipitation, DEAE-Dextran-vermittelter Transf ektion, Lipofek- 
tion Oder Elektroporation . Geeignete Verfahren zur Transformation 
Oder -Transf ektion von wirtszellen lassen sich- nachlesen in Sam- 
brook et al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 2. Aufl., 
5 Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold -Spring Harbor, NY, 1989) und anderen 
Labor--Handbuchern . 

Es ist bekannt, dafi fur die stabile Transf ektion von Saugetier- 

10 zellen je nach dem verwendeten Express ionsvekt or und der verwen- 
deten Transf ektionstechnik nur ein kleiner Teil der Zellen die 
fremde DNA in ihr Genom integrieren kann. Zur Identif izierung. und 
Selektion dieser Integranten wird gewdhnlich ein Gen, das einen 
selektierbaren Marker (z.B. Resistenz gegen Ant ibiotika) codiert, 

15 zusammen mit dem Gen von Interesse in die Wirtszellen einge- 
bracht. Bevorzugte selektierbare Marker umfassen solche, die die 
Resistenz gegen Medikamente, wie G418, Hygromycin und Methotre- 
xat, verleihen. Eine Nukleinsaure, die einen selektierbaren Maf- 
ker'codiert, kann in eine Wirtszelle auf dem gleichen Vektor ein- 

20 gebracht werden, wie derjenige, der ein MCP-Protein codiert, oder 
kann auf einem gesonderten Vektor eingebracht werden. Zellen, die 
mit der eingebrachten Nukleinsaure stabil transf iziert worden 
sind, konnen bspw. durch Medikamentenselektion identif iziert wer- 
den (z.B. uberleben Zellen, die den selektierbaren Marker inte- 

25 griert haben, wohingegen die anderen Zellen sterben) . 

Zur Erzeugung eines homolog rekombinierten Mikroorganismus wird 
ein vektor hergestellt, der zumindest einen Abschnitt eines MCP- 
Gens enthalt, in den eine Deletion, Addition oder Substitution 

30 eingebracht worden ist, um das MCP-Gen zu verandern, bspw. funk- 
tionell zu disrumpieren . Dieses MCP-Gen ist vorzugsweise ein Co- 
rynebacterium glut ami cum-MCP-Gen, jedoch kann ein Homologon von 
einem verwandten Bakterium oder sogar aus einer Saugetier-, Hefe- 
oder insektenquelle verwendet werden. Bei einer bevorzugten Aus- 

35 fuhrungsform ist der Vektor derart ausgestaltet , daS das endogene 
MCP-Gen bei homologer Rekombination funktionell disrumpiert ist 
(d.h. nicht langer ein funktionelles Protein codiert; auch als 
"Knockout" -Vektor bezeichnet) . Der Vektor kann alternativ derart 

.^ausgestaltet sein, daS das endogene MCP-Gen bei homologer Rekom- 

40'bination mutiert oder anderweitig verandert ist, jedoch noch das 
funktionelle Protein codiert (z.B. kann der stromauf warts gele- 
gene regulatorische Bereich derart verandert sein, daS dadurch 
die Expression des endogenen MCP- Proteins verandert wird.). Der 
verSnderte Abschnitt des MCP-Gens ist im homologen Rekombinati- 

45 onsvektor an seinem 5'- . und 3 '--Ende von zusatzlicher Nukleinsaure 
des MCP-Gens flankiert, die eine homologe Rekombination zwischen 
dem exogenen MCP-Gen, das von dem Vektor getragen wird, und einem 
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endogenen MGP-Gen in einem Mikroorganismus ermoglicht. Die zu- 
satzliche flankierende MCP-Nukleinsaure ist fur eine erfolgreiche 
homologe Rekombination mit dem endogenen Gen hinreichend lang. 
Gewohnlich enthalt der Vektor weniger als eine Kilobase flankie- 
5 rende DNA (sowohl am 5'- als auch am 3'-Ende) (siehe z.B. Thomas, 
K.R. und Capecchi, M.R. (1987) Cell 51:503 fur eine Beschreibung 
von homologen Rekombinationsvektoren) . Der Vektor wird in einen 
Mikroorganismus (z.B. durch Elektroporation) eingebracht, und 
Zellen, in denen das eingebrachte MCP-Gen mit dem endogenen MCP- 
10 Gen homolog rekombiniert ist, werden unter Verwendung im Fachge- 
biet bekannter verfahren selektiert. . 

Bei einer anderen Ausftthrungsf orm konnen rekombinante Mikroorga- 
nismen produziert werden, die ausgewahlte. Systeme enthalten, die 
15 eine regulierte Expression des eingebrachten Gens ermoglichen. 
Der EinschluS eines MCP-Gens in einen Vektor, wodurch es unter 
die Kontrolle des Lac-Operons gebracht wird, ermoglicht z.B. die 
Expression des MCP-Gens nur in Gegenwart von IPTG. Diese regula- 
torischen Systeme sind im Fachgebiet bekannt. 

20 

Eine erfindungsgemafie wirtszelle, wie eine prokaryotische oder 
eukaryotische,Wirtszelle in Kultur; kann zur Produktion (d.h. Ex- 
pression) eines MCP-Proteins verwendet werden. Die Erfindung 
stellt zudem Verfahren zur Produktion von MCP-Proteinen unter 

25 Verwendung der erf indungsgemaSen Wirtszellen bereit. Bei einer 
Ausfuhrungsform umfafit das Verfahren die Anzucht der erf indungs- 
gemafien Wirtszelle (in die ein rekombinanter Express ionsvekt or , 
der ein MCP-Protein codiert, eingebracht worden ist, ,oder in de- 
ren Genom ein Gen eingebracht worden ist; das ein Wildtyp- oder 

30 verandertes MCP-Protein codiert) in einem geeigneten Medium, bis 
das MCP-Protein produziert worden ist. Das Verfahren umfaSt in 
einer weiteren Ausfuhrungsform das Isolieren der MCP-Proteine aus 
dem Medium oder der Wirtszelle. - 

35 C. Isolierte MCP-Proteine 

Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrif f t isolierte MCP-Proteine 
und biologisch aktive Abschnitte davon. Ein "isoliertes" oder 
"gereinigtes" Protein oder biologisch aktiver Abschnitt davon ist 

4 0 im wesentlichen frei von zellularem Material, wenn es durch DNA- 
Rekombinationstechniken produziert wird, oder von chemischen Vor- 
stuf en Oder andern Chemikalien, wenn es chemisch synthetisiert 
wird. Der Begriff "im wesentlichen frei von zellularem Material" 
umfafit MCP-Proteinpraparationen, in denen das Protein von zellu- 

45 laren Komponenten der Zellen, in denen es naturlich oder rekombi- 
nant produziert wird, abgetrennt ist. Bei einer Ausfuhrungsform 
umfafit der Ausdruck "im wesentlichen frei von zellularem Mate- 
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rial" MCP-Proteinpraparationen mit weniger als etwa 30% (bezogen 
auf das Trockengewicht) Nicht-MCP-Protein (hier auch als "konta- 
minierendes Protein" bezeichnet) , starker bevorzugt weniger als 
etwa 2 0%, nocb starker • bevorzugt weniger als etwa 10% und am 
5 starksten bevorzugt weniger als etwa 5% Nicht-MCP-Protein. Das . 
MCP-Protein oder ein biologisch aktiver Abschnitt davon enthalt 
nach rekombinanter Produktion ebenfalls vorzugsweise- im wesent li- 
chen kein Kulturmedium, d.h. das Kulturmedium macht weniger als 
etwa 20%, starker bevorzugt weniger als etwa 10% und am starksten 
10 bevorzugt weniger als etwa 5% des Volumens der Proteinpraparation 
aus'. Der Begri-ff "im wesent lichen frei von chemischen Vorstufen 
Oder anderen Chemikalien" umfaSt MCP-Proteinpraparationen, in de- 
nen das Protein von chemischen vorstufen oder anderen Chemikalien 
abgetrennt ist, die an der Synthese des Proteins beteiligt sind. 
15 Bei einer Aus ruhrungs form umfaSt der Begriff " im wesentlichen 
frei von chemischen Vorstufen oder anderen Chemikalien" MCP-Pro- 
teinpraparationen mit weniger als etwa 30% (bezogen auf das Trok- 
kengewicht), starker bevorzugt weniger als etwa 20%, noch starker 
' bevorzugt weniger als etwa 10% und am starksten bevorzugt weniger 
20 als etwa 5% chemische Vorstufen oder Nicht -MCP-Chemi kali en. In 
bevorzugten Ausfiihrungsf ormen weisen die isolierten Proteine oder 
biologisch aktiven Abschnitte davon keine kontaminierenden Pro- 
teine aus dem gleichen Organismus auf, aus dem das MCP-Protein 
stammt Diese Proteine werden gewohnlich durch rekombinante Ex- 
25 pression, bspw. eines . C. glutamicum-MCP-Proteins, in einem Mikro- 
, organismus, wie C. glut ami cum, hergestellt ., 

Ein erfindungsgemaSes isoliertes MCP-Protein oder ein Abschnitt 
davon kann die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der Pro- 
30 duktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicvm mo- 
dulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpenoide oxidieren, als 
Ziel fur Arzneimittelentwicklung dienen oder als Identif ikations- 
marker fur C. glutamicum oder verwandte organismen dienen. In be- 
vorzugten Ausfuhrungsformen umfafit das Protein oder ein Abschnitt 
35 davon eine Aminosaureseguenz, die zu einer Aminosaureseguenz aus 
Anhang B hinreichend homolog ist, daS das Protein oder der Ab- 
schnitt davon die Fahigkeit, die Ausbeute, Produktion und/oder 
Effizienz der Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in 
C glutamicum zu modulieren. Kohlenwasserstof fe abzubauen, Terpe- 
40 noide zu oxidieren, als Ziel fur Arzneimittelentwicklung zu die- 
nen oder als Identif ikationsmarker fur C. glutamicum oder ver- 
wandte Organismen zu dienen. beibehalt. Der Abschnitt des Pro^ 
teins ist vorzugsweise ein biologisch aktiver Abschnitt, wie hier 
beschrieben. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm hat 
45 ein erfindungsgemafies MCP-Protein eine der in Anhang B gezeigten 
Aminosaureseguenzen. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungs- 
form hat das MCP-Protein eine Aminosaureseguenz, ,die von einer 



BASF Aktiengesellscbaft 992804,, ,,,, O.Z. 0050<50674 DE 

v, -a » > a * t . . "» >» » 

» * * 1 * 9 * 1 » * 

» 3, i "» * l 

» » , % . 1 * • > 

, > > :> 1 1 > ♦ 1 > > * * 

39 

Nukleotidsequenz codiert wird, die, bspw.- unter stringenten Be- 
dingungen, an eine Nukleotidsequenz aus Anhang A hybridisiert . In 
noch einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform hat das MCP-Pro- 
tein eine Aminosauresequenz, die von einer Nukleotidsequenz co- 
s'diert wird und die mindestens etwa 50-60%, vdrzugsweise minde- 
stens etwa 60-7 0%, starker bevorzugt mindestens etwa 7 0-80%, 
80-90%, 90-95% und npch starker bevorzugt mindestens etwa 96%, 
97%, 98%, 99%. Oder noch homologer zu einer der Aminosauresequen- 
zen von Anhang B ist. Die bevorzugten erf indungsgemaSen MCP-Pro- 

10 teine besitzen vorzugsweise ebenfalls mindestens eine der hier 
beschriebenen MCP-Aktivitaten. Ein bevorzugtes erf indungsgemafces 
MCP-Protein umfaSt zum Beispiel eine Aminosauresequenz, die von 
einer Nukleotidsequenz codiert wird, die, bspw. unter stringenten 
• Bedingungen, mit einer Nukleotidsequenz von Anhang A hybridi- 

15 siert, und die die Ausbeute, Produktion und/oder Effizienz der 

Produktion einer oder mehrerer Feinchemikalien in C. glutamicum 
' modulieren, Kohlenwasserstof f e abbauen, Terpenoide oxidieren, als 
ziel fur Arzneimittelentwicklung dienen oder als Identif ikations- 
marker fiir C. glutamicum oder verwandte Organismen dienen kann. 

20 

Bei weiteren Ausfuhrungsf ormen ist das MCP-Protein im wesentli- 
ch en homo log zu einer Aminosauresequenz von Anhang B und behalt 
die funktionelle Aktivitat des Proteins mit einer der Sequenzen 
aus Anhang B und unterscheidet sich derinoch in der Aminosaure- 

25 sequenz aufgrund von naturlicher Variation oder Mutagenese, wie 
in Unterabschnitt I oben eingehend beschrieben. In einer weiteren 
Ausfuhrungsform umfaEt das MCP-Protein folglich eine Aminosaure- 
sequenz, die mindestens etwa 50-60%, vorzugsweise mindestens etwa 
60-70%, starker bevorzugt mindestens etwa 70-80%, 80-90%, 90-95% 

30 und am starksten bevorzugt mindestens etwa 96%, 97%, 98%, 99% 
oder noch homologer zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus 
Anhang B ist und die zumindest eine der hier beschriebenen MCP- 
Aktivitaten aufweist. Bei einer anderen Ausfuhrungsform betrif ft 
die Erfindung ein C. glutami cum- Vollangenprotein, das im wesent- 

35 lichen homolog zu einer vollstandigen Aminosauresequenz aus An- 
hang B ist. 

Biblogisch aktive Abschnitte eines MCP-Proteins umfassen Peptide 
mit Aminosauresequenzen, die von der Aminosauresequenz eines MCP- 

40 Proteins 'hergeleitet sind, bspw. eine in Anhang B gezeigte Amino-, 
sauresequenz, oder die Aminosauresequenz eines Proteins, das zu 
einem MCP-Protein homolog ist, die weniger Aminosauren als das 
Vollangen-MCP-Protein oder das Vollangenprotein aufweisen, das zu 
einem MCP-Protein homolog ist, und zumindest eine Aktivitat eines 

45 MCP-Proteins aufweisen. Gewohnlich umfassen biologisch -aktive Ab- 
schnitte (Peptide, bspw. Peptide, die bspw 5, 10, 15, 20, 30, 35, 
36, 37, 38, 39, 40, 50, 100 oder mehr Aminosauren lang sind) eine 
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Domane oder ein Motiv mit mindestens einer Aktivitat eines MCP- 
Proteins. Uberdies konnen andere biologisch aktive Abschnitte, in 
denen andere Bereiche des Proteins deletiert sind, durch rekombi- 
nante Techniken hergestellt werden und bezuglich einer oder meh- 
5 rerer der hie'r beschriebenen Aktivitaten untersucht werden. Die 
biologisch aktiven Abschnitte eines MCP-Proteins umf assen vor- 
zugsweise ein oder mehrere ausgewahlte Doman en /Motive oder Ab- 
schnitte davon mit biologischer Aktivitat. 

10 MCP-Proteine werden vorzugsweise durch DNA-Rekombinationstechni- 
ken hergestellt. Bspw wird. ein Nukleinsauremolekiil , das das Pro- 
tein codiert/in einen Expressionsvektor (wie vorstehend be- 
.schrieben) kloniert, der Expressionsvektor wird^in eine Wirts- 
zelle (Wie vorstehend beschrieben) eingebracht, und das MCP-Pro- 

15 tein wird in der wirtszelle exprimiert. Das MCP- Protein kann dann 
durch ein geeignetes Reinigungsschema mittels Standard-Prbtein- 
Reinigungs techniken aus den Zellen isoliert werden. Alternativ 
zur rekombinanten Expression- kann ein MCP-Protein, -Polypeptid, 
oder -Peptid mittels Standard-Peptidsynthesetechniken chemisch 

20 synthetisiert werden. Uberdies kann natives MCP-Protein aus Zel- 
len (bspw. Endothel zellen, Bakterienzellen, Pilzzellen oder ande- 
ren zellen), z.B. mit einem Anti-MCP-Antikorper , isoliert werden, 
der durch Standardtechniken produziert werden kann, wobei ein er- 
f indungsgemaSes MCP-Protein oder ein Fragment davon verwendet 

25 wird. 

Die Erf indung stellt auch chimare MCP-Proteine oder MCP-Fusion- 
sproteine bereit. Wie hier verwendet, umfafct ein "chimares MCP- 
Protein" oder "MCP-Fusionsprotein" ein MCP-Polypeptid, das fiink- 

30 tionsfahig an ein Nicht-MCP-Polypeptid gebunden ist. Ein "MCP-Po- 
lypeptid" betrifft ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz, 
die einem MCP-Protein entspricht, wohingegen ein "Nicht-MCP-Poly- 
peptid" ein Polypeptid mit einer Aminosauresequenz betrifft, die 
einem Protein entspricht, das nicht im wesentlichen homolog zum 

35 MCP-Protein ist, z.B. ein Protein, das sich vom MCP-Protein un- 
terscheidet und vom gleichen oder einem anderen Organismus herr- 
uhrt. Innerhalb des Fusionsproteins soil der Begriff "funktions- 
fahig veirbunden" bedeuten, da£ das MCP-Polypeptid und das Nicht- 
MCP-Polypeptid im Leseraster miteinander fusioniert sind. Das 

40 Nicht-MCP-Polypeptid kann an den N- oder C-Terminus des MCP-Poly 
peptides gebunden sein. Bei einer Ausflihrungsf orm ist das Fusion 
sproteih bspw. ein GST-MCP-Fusionsprotein, bei dem die MCP-Se- 
quenzen an den C-Terminus der GST-Sequenzen gebunden sind. Diese 
Fusionsproteine konnen die Reinigung des rekombinanten MCP-Pro- 
'45 teins erleichtern. Bei einer weiteren Ausflihrungsf orm ist das Fu 
sionsprotein ein MCP-Protein, das eine heterologe Sighalsequenz 
an seinem N-Terminus aufweist. In bestimmten Wirtszellen (z.B. 
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Saugetier-Wirtszellen) kann die Expression und/oder Sekretion ei- 
nes MCP-Proteins durch Verwendung einer heterologen Signalsequenz 
gesteigert werden. - 

5 Ein erf indungsgemafees chimares MCP-Protein oder MCP-Fusionspro- 
tein wird durch Standard-DNA-Rekombinationstechniken produziert. 
DNA-Fragmente, die unterschiedliche Polypeptidsequenzen codieren, 
werden gema£ herkommlicher Techniken im Leseraster aneinander li- 
giert, bspw. durch Einsatz glatter oder uberhangender Enden zur 

10 Ligation, Restriktionsenzymspaltung zur Bereitstellung geeigneter 
Enden, Auffullen kohasiver Enden, falls erf orderlich, Behandlung 
mit alkalischer Phosphatase, urn ungewollte Verknupf ungen zu ver- 
meiden, und enzymatische Ligierung. Bei einer weiteren Ausfuh- 
rungsform kann das Fusionsgeri durch herkommliche Techniken, ein- 

15 schlieSlich DNA-Syntheseautomaten, synthetisiert werden. Alter na- 
tiv kann eine PCR-Amplif izierung von Genf ragmen ten mittels Anker- 
primern durchgefuhrt werden, die komplementare Uberhange zwischen 
aufeinanderf olgenden Genf ragmen ten erzeugen. Diese konnen an- 
schliefcend miteinander hybridisiert und reamplif iziert werden, so 

20 da& eine chimare Gensequenz erzeugt wird (s. bspw. Current Proto- 
cols in Molecular Biology, Ausubel et al., Hrsg., John Wiley & 
Sons: 1992). Uberdies sind viele Express ions vektoren kommerziell 
erhaltlich, die schon eine Fusionseinheit codieren (bspw. ein 
GST-E>olypeptid) . Eine MCP-codierende Nukleinsaure kann in einen 

25 solchen Expressionsvektor kloniert werden, so da£ die Fusionsein- 
heit mit dem MCP-Protein im Leseraster verbunden ist. 

Homologa des MCP-Proteins konnen durch Mutagenese erzeugt werden, 
z.B. durch bestimmte Punktmutation oder Verkurzung des MCP-Pro- 

30 teins. Der Begriff "Homologon", wie er hier verwendet wird, be- 
trifft eine variante Form des MCP-Proteins, die als Agonist oder 
Antagonist der MCP- Protein- Aktivitat ,wirkt . Ein Agonist des MCP- 
Proteins kann im wesentlichen die gleiche oder einen Teil der 
biologischen Aktivitaten des MCP-Proteins beibehalten. Ein Anta- 

35 gonist des MCP-Proteins kann eine oder mehrere Aktivitaten der 
naturlich vorkommenden Form des MCP-Proteins bspw. durch kompeti- 
tive Bindung an ein stromabwarts oder -aufwarts gelegenes Element 
eines biochemischen Wegs, der das MCP-Protein enthalt, hemmen. 

40 Bei einer alternativen Ausfiihrungsf orm konnen Homologa des MCP- 
Proteins durch Screening kombinatorischer Banken von Mutanten, 
bspw. Verkurzungsmutanten, des MCP-Proteins beziiglich MCP-Pro- 
tein-Agonisten- oder -Antagonisten-Aktivitat identif iziert wer- 
den. Bei einer Ausfiihrungsf orm wird eine variegierte Bank von 

45 MCP-Varianten durch kombinatorische Mutagenese auf Nukleinsauree- 
bene erzeugt und von der variegierten Genbank codiert . Eine va- 
riegierte Bank von MCP-Varianten kann bspw durch enzymatisches 
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Ligieren eines Gemisches synthet ischer Oligonukleotide in Gense- 
quenzen hergestellt werden, sodaS sich ein degenerierter Satz 
potentieller MCP-Sequenzen als individuelle Polypeptide Oder al- 
ternativ als Satz grdSerer Fusionsproteine (z.B. Fur Phagen-Dis- 
5 play) ,' die diesen Satz von MCP-Sequenzen enthalten, exprimieren 
la^t. Es gibt eine Vielzahl von .Verfahren, die zur Herstellung 
von Banken potentieller MCP-Homologa aus einer degenerierten Oli- 
gonukleotidsequenz verwendet werden konnen. Die chemische Syn- 
these einer degenerierten Gensequenz kann in einem DMA- Syn these - 

10 automaten durchgefuhrt werden, und das synthet ische Gen kann dann 
in einen geeigneten Expressionsvektor ligiert werden. Die Verwen- 
dung eines degenerierten Gensatzes ermoglicht die Bereitstellung 
samtlicher Sequenzen in einem Gemisch, die den gewunschten Satz 
an potentiellen MCP-Sequenzen codieren. Verfahren zur -Synthese 

15 degenerierter Oligonukleotide sind im Fachgebiet bekannt (s. 

bspw. Narang, S.A. (1983) Tetrahedron 39:3; Itakura et al . (1984) 
Annu. Rev. Biochem. 53:323; Itakura et al., (1984) Science 
198:1056; Ike et al . (1983) Nucleic Acids Res. 11:477). 

20 Zusatzlich konnen Banken von Fragmenten der MCP-Protein-Codierung 
verwendet werden, urn eine variegierte Population von MCP-Fragmen- 
ten zum Screening und zur anschlie£enden Selektion von Homologa 
eines MCP- Proteins zu erzeugen. Bei einer Aus fuhrungs form kann 
eine Bank von codierenden Sequenz fragmenten durch. Behandeln eines 

25 doppelstrangigen PCR-Fragmentes einer. codierenden MCP-Sequenz mit 
einer Nuklease unter Bedingungen, unter denen ein Nicking nur 
etwa einmal pro Molekul erfolgt, Denaturieren der doppelstrangi- 
gen DNA, Renaturieren der DNA unter Bildung doppelstrangiger DNA, 
die Sense-VAntisense-Paare von verschiedenen genickten Produkten 

30 umfassen kann, Entf ernen einzelstrangiger Abschnitte aus neu ge- 
bildeten Duplices durch Behandlung mit Sl-Nuclease und Ligieren 
der result ierenden Fragmentbank in' einen Expressionsvektor er- 
zeugt werden. Durch dieses Verfahren kann eine Express ionsbank 
hergeleite.t werden, die N-terminale, C-terminale und interne 

35 Fragmente mit verschiedenen Gro&en des MCP-Proteins codiert. 

Im Fachgebiet sind mehrere Techniken zum Screening von Genproduk- 
ten kombinatorischer Banken, die durch Punktmutationen od<er Ver- 
kiirzung hergestellt worden sind, und zum Screening von c DNA— Ban - 

40 ken hinsichtlich Gehprodukten mit einer ausgewahlten Eigenschaft 
bekannt. Diese Techniken lassen sich an das schnelle Screening 
der Genbanken anpassen, die durch kombinatorische Mutagenese von 
MCP-Homologa erzeugt worden sind. Die am hauf igsten verwendeten 
Techniken zum Screening grofier Genbanken, die einer Analyse mit 

45 hohem Durchsatz unterliegen, umfassen das Klonieren der Genbank 
in replizierbare Expressionsvektoren, Trans form.ieren geeigneter 
Zellen mit der resultierenden Vektorenbank und Exprimieren der 



BASF Afctiengesellscliaft 992804,, „„ 0.7,. ^050/^0^4 DE 

T t 1 \ » S » > <* 

> * ^ ]> > » ■) ■> •»•» 

■> -> > > > ■ r» > o ;? . -i i * •> 

• 1 > >. ) 1 \ • » » T 

43 

kombinatorischen Gene unter Bedingungen, unter denen der Nachweis 
der gewiinschten Aktivitat die Isolation des Vektors, der das Gen 
r codiert, dessen Produkt nachgewiesen wurde, erleichtert ., Recursi- 
ve-Ensemble-Mutagenese (REM) , eine neue Technik, die die Hauf ig- 
5 keit . funktioneller Mutanten in den Banken vergrofcert, kann in 
Kombination mit den Screeningtests verwendet -werden, urn MCP-Homo- 
loga zu identif izieren (Arkin und Yourvan (1992) PNAS 
89:7811-7815; Delgrave et al. (1993) Protein Engineering 
6(3) :327-331) . 

10 

Bei einer weiteren Ausf uhrungsf orm konnen Tests auf Zellenbasis 
zur Analyse einer variegierten MCP-Bank unter Verwendung von im 
Fachgebiet bekannten Verfahren verwendet werden. 

v 15 D. ErfindungsgemaEe Verwendungen und Verfahren 

Die N hier beschriebenen Nukleinsauremolekule, Proteine, Proteinho- 
- • mologa, Fusiorisproteine, 'Primer, Vektoren und Wirtszellen konnen 
in einem oder mehreren nachstehenden verfahren verwendet werden: 

20 Identif ikation von C. glutamicum und verwandten Organismen, Kar- 
tierung von Genomen von Organismen, die mit C. glutamicum ver- 
wandt sind, Identif ikation und Lokalisation von C. glutamicum-Se- 
quenzen von Interesse, Evolutionsstudien, Bestimmung von MCP-Pro- 
teinbereichen, die fur die Funktion notwendig sind, Modulation 

25 der Aktivitat eines MCP-Proteins; Modulation der Aktivitat eines 
oder mehrerer Stof f wechselwege und Modulation der zellularen Pro- 
duktion einer gewunschten Verbindung, wie einer • Feinchemikalie . 
Die erf indungsgemaSen MCP-Nukleinsauremolekule haben eine Viel- 
zatil von Verwendungen. Sie konnen zunachst zur Identif ikation ei- 
! 30 nes Organismus als Corynehacterium glutamicum oder naher Verwand- 
ter davon verwendet werden. Sie konnen zudem zur Identif ikation 
des Vorliegens von C. glutamicum oder eines Verwandten davon in 
einer Mischpopulation yon Mikroorganismen verwendet werden. Die 
Erfindung stellt die Nukleinsauresequenzen einer Reihe von C. 

35 glut ami cum-Genen bereit.. Durch Sondieren der extrahierten genomi- 
schen DNA einer Kultur einer einheitlichen oder gemischten Popu- 
lation von Mikroorganismen unter stringenten Bedingungen mit ei- 
ner Sonde, die einen Bereich eines C. glut ami cum-Gens tiberspannt, 
das fur diesen Organismus einzigartig ist, kann man bestimmen, ob 

40 dieser Organismus zugegen ist. Corynehacterium gl u t ami cum ,se lbs f 
ist zwar nicht pathogen, jedoch ist es mit pathogenen Arten, wie 
Corynehacterium diptheriae, verwandt. Der Nachweis eines solchen 
Organismus ist von signif ikanter klinischer Bedeutung. 

45 Zum Nachweis des Vorliegens von C. glutamicum in einer Probe kon- 
nen im Fachgebiet bekannte Techniken eingesetzt werden. Insbeson- 
dere konnen die Zellen in der Probe zunachst in einer geeigneten 
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Fliissigkeit oder auf einem geeigneten festen Kulturmedium gezuch- 
tet werden, . um die Anzahl der Zellen in der Kultur zu vergroSern. 
Diese Zellen werden lysiert, und die gesamte enthaLtefie DNA, wird 
extrahiert^und gegebenenf alls gereinigt, urn Zelltriimmer und Pro- 
5 teinmaterial zu entfernen, die die anschlieSende Analyse storen 
konnten. Polymerasekettenreaktion oder eine ahnliche, im Fachge- 
biet bekannte Technik wird durchgefiihrt (s. einen allgemeinen 
Uberblick uber Methodologien, die gewohnlich zur Nukleinsaurese- 
guenz-Amplif ikation verwendet .werden in Mull is et al . , U.S.-Pa- 

10 tent Nr. 4683195, Mullis et al . , U.S.-Patent Nr. 4965188 und In- 
nis, M.A., und Gelfand, D.H. (1989) PCR- Protocols, A guide to Me- 
thods and Applications, Acadejnic Press, S. 3-12, und (1988) Bio- 
technology 6:1197, und Internationale Patentanmeldung Nr. 
WO89/01050), wobei Primer, die fur ein erf indungsgemafces MCP-Nu- 

15 kleinsauremolekul spezifisch sind, mit der Nukleinsaureprobe in- 
kubiert werden, so da£ diese bestimmte MCP-Nukleinsauresequenz , 
falls in der Probe vorhanden, amplif iziert wird. Die bestimmte, 
zu amplif izierende Nukleinsauresequenz wird auf der Basis ihres 
ausschlieSlichen Vorkommens im Genom von C. glutamicum und nur 

20 einiger nah verwandter Bakterien ausgewahlt. Das Vorliegen des 
gewunschten Amplif ikationsproduktes zeigt das Vorliegen von C. 
gl u t ami cum oder eines mit C. glutamicum nah verwandten Organismus 
an. 

25 Die erf indungsgemaEen Nukleinsaure- und Proteinmolekule konnen 
ferner als Marker fur spezifische Bereiche des Genoms dienen. Un- 
ter Verwendung von im Fachgebiet bekannten Techniken ist es mog- 
lich, die physikalische . Lo kalis ierung der erf indungsgemafcen MCP- 
Nukleinsauremolekule auf dem C. glutajnicum-Genom nachzuweisen, 

30 was wiederum zur leichteren Lokalisierung anderer Nukleinsauremo- 
lekiile und Gene auf der Karte verwendet werden kann. Die erfin- 
dungsgemaSen Nukleinsauremolekule konnen zudem hinreichend homo- 
log zu den Sequenzen verwandter Arten sein, so daE diese Nuklein- 
sauremolekule ebenfalls die Konstruktion einer genomischen Karte 

35 in solchen Bakterien ( z.B. Brevibacterium lactofermentum) ermog- 
lichen konnen. t 

Die erf indungsgemaSen Nukleinsaure- und Proteinmolekule eignen 
sich nicht nur zum Kartieren des Genoms , s'ondern auch fur funk- 

40 tionelle Studien von C. glutami cum- Proteinen. Zur Identif ikation 
des Genombereichs, an den ein bestimmtes C. glutairiicujn-rDNA-bin- 
dendes Protein bindet, kann das C. glut ami cu/n-Genom bspw. gespal- 
ten und die Fragment e mit dem DNA-bindenden Protein inkubiert 
werden. Diejenigen, die das Protein binden, konnen zusatzlich mit 

45 den erf indungsgema&en Nukleinsauremolekulen, vorzugsweise mit 
leicht nachweisbaren Markierungen, sondiert werden; die Bindung 
eines solchen Nukleinsauremolekuls an das Genomf ragment ermog- 
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licht die Lokalisation des Fragmentes auf der genomischen Karte 
■ von C. glutamicum, urid wenn dies mehrmals mit unterschiedlichen ' 
Enzymen durchgefiihrt wird, erleichtert es eine rasche Bestimmung 
der Nukleinsauresequenz, an die das Protein bindet. 

5 < 

Die erfindungsgemafien MCP-Nukleinsauremolekiile eignen sich eben- 
falls fur Evolutions- und Proteinstruktur-Untersuchungen. Die 
Stoffwechselprozesse, an denen die erf indurigsgemaSen Molekule be- 
teiligt sind, werden von einer Vielzahl von prokaryotischen und 

10 eukaryotischen Zellen ausgenutzt; durch Vergleich der Sequenzen 
der erfindungsgemaSen Nukleinsauremolekule mit solchen. die ahn- 
liche Enzyme aus anderen Organismen codieren, kann der Evolu- 
tions-Verwandschaftsgrad der Organismen bestimmt werden. Entspre- 
chend ermoglicht ein solcher Vergleich die Bestimmung, welche Se- 

15 quenzbereiche konserviert sind und welche nicht, was bei der Be- 
stimmung solcher Bereiche des' Proteins hilfreich sein kann. die 
fur die Enzymfunktion essentiell sind. Dieser Typ der Bestimmung 
ist fur Proteintechnologie-Untersuchungen wertvoll und kann emen 
Hinweis darauf geben, wieviel Mutagenese das Protein tolerieren 

20 kann ohne die Funktion zu verlieren. 

Die erfindungsgemaSen MCP-Proteine lassen sich als Marker zur 
Klassifizierung eines unbekannten Bakteriums als C. glutamzc.wn 
Oder zur Identif ikation von C. glutamicum oder nahe verwandten 
25 Bakterien in einer Probe verwenden. Unter Verwendung von im Fach- 
gebiet bekannten Techniken konnen bspw. Zellen in einer Probe ge- 
gebenenfalls amplifiziert werden (z.B. durch Zuchten in einem ge- 
eigneten Medium) , . urn die Probengrofce zu erhohen, und konnen dann 
lysiert werden, so daS die darin enthaltenen Proteine freigesetzt 
30 werden. Diese Probe kann gegebenenf alls gereinigt werden, urn 
zelltrummer und Nukleinsauremolekule zu entfernen, die die an- 
schliefiende Analyse storen konnten. Antikorper, die fiir ein aus- 
gewahltes erf indungsgemaEes MCP-Protein spezif isch sind, konnen 
mit der Proteinprobe in einem typischen Western-Test-Format mku- 
35 biert werden (s. z.B.Ausubel et al., (1988) Current Protocols in 
Molecular Biology, Wiley: New York), wobei der Antikorper an sein 
Zielprotein bindet, wenn dieses Protein in der Probe vorliegt. 
Ein MCP-Protein wird fiir diesen Testtyp ausgewahlt, wenn es fur 
C glutamicum oder C. glutamicum und sehr nahe verwandte Bakte- 
40 rien einzigartig oder fast einzigartig ist. Die Proteine in der 
Probe werden dann durch Gelelektrophorese aufgetrennt und auf 
eine geeignete Matrix, wie Nitrocellulose iibertragen. Ein geei- 
gneter Zweitantikorper mit einer nachweisbaren Markierung (z.B. 
chemilumineszierend oder colorimetrisch) wird mit der Matrix in- 
45 kubiert, gefolgt von stringentem Waschen. Das vorliegen oder Feh- 
len der Markierung zeigt das vorliegen oder Fehlen des Zielpro- 
teins in der Probe an. Ist das Protein zugegen, zeigt dies das 
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Vorliegen von C. glutamicum an. Ein alinliches Verfahren ermdg- 
licht die klassif izierung eines unbekannten Bakteriums als C. 
gl ut ami cum; . wenn eine Reihe fur C. glutamicum spezifischer Pro- 
t'eine nicht in den Proteinproben nachgewiesen wird, die von dem 
5 unbekannten Bakterium prapariert wurden, ist dieses Bakterium 
wahrscheinlich nicht C. glutamicum. 

Die genetische Manipulation der erf indungsgemaSen MCP-Nukleinsau- 
remolekule kann die Produktion von MCP-Proteinen mit funktionel- 
10 len unterschieden zu den wildtyp-MCP-Proteinen bewirken. Diese 
, Proteine kdnnen hinsichtlich ihrer Effizienz oder Aktivitat ver- 
bessert werden, konnen in groSerer Anzabl als gewohnlich in der 
zelle zugegen seih oder konnen hinsichtlich ihrer Effizienz oder 
Aktivitat geschwacht sein. 

15 

Diese Anderungen der Aktivitat kdnnen direkt die Ausbeute, Pro- 
duktion und/oder Effizienz der Produktion einer oder mehrerer 
Feinchemikalien in C. glutamicum modulieren. Beispielsweise kann 
man durch Modifikation der Aktivitat eines Proteins, das an der 

20 Biosynthese oder am Abbau einer Feinchemikalie beteiligt ist, 

(d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) die Fahigkeit der 
Zelle, diese Verbindung zu synthetisieren oder abzubauen, direkt 
modulieren und dadurch.die Ausbeute und/oder Effizienz der Pro- 
duktion der Feinchemikalie modulieren. Ebenso kann man durch Mo- 

25 dulation der Aktivitat eines Proteins, das einen Feinchemikalien- 
Stoffwechselvjteg reguliert, direkt beeinf lussen, ob die Produktion • 
der gewunschten Verbindung hoch- oder herunterreguliert- wird, was 
beides die Ausbeute oder Effizienz der Produktion der Feinchemi- 
kalie von der Zelle moduliert. 

30 

Die indirekte Modulation, der Feinchemikalienproduktion kann auch 
durch Modifikation der Aktivitat eines erf indungsgemaSen Proteins 
(d.h. durch Mutagenese des entsprechenden Gens) erf olgen, so dafi 
die Fahigkeit der Zelle, zu wachsen und sich zu teilen oder le- 
35 bens fahig und produktiv zu bleiben, insgesamt erhdht ist. Die 
Produktion von Feinchemikalien aus C. glutamicum wird gewohnlich 
durch Fermentationskultur im GroSmaEstab dieser Mikroorganismen 
erzielt, Bedingungen, die fur das Wachstum und die Zellteilung 
haufig suboptimal sind. Durch Verandern eines erf indungsgemaSen 
40 Proteins (z.B. eines StreSreaktionsproteins , eines Zellwandpro- 
teins oder von Proteinen, die am Stoffwechsel von verbindungen 
beteiligt sind, die fur das Auftreten von • Zellwachstum und -tei- 
lung ndtig sind, wie Nukleotide und Aminosauren) , so daS ein bes- 
seres tjberleben, Wachsen und Vermehren in diesen Bedingungen mog- 
45 lich ist, kann es moglich sein, die Anzahl und die Produktivitat 
dieser- veranderten C. glutamicum-zellen in Kultur im GrofcmaSstab 
zu steigem, was wiederum zu gesteigerten Ausbeuten und/oder zu 
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gesteigerter E.ffizienz der Produktion einer oder mehrerer ge- 
wunschter. Feinchemikalien fiihren sollte. Ferner sind die Stoff- 
wechselwege einer Zelle notwendigerweise voneinander abhangig und 
co-reguiiert. Durch Andern der Aktivitat irgendeines Stoffwech- 
5 selwegs in C. glutamicum (d.h. durch Andern der Aktivitat eines 
der- erf indungsgemaSen Proteine, das an einem solchen' Weg betei- 
ligt ist) ist es moglich, gleichzeitig die Aktivitat oder Regula- 
tion eines anderen Stof fwechselwegs in diesem Mikroorganismus zu 
andern, der direkt an der Synthese oder am Abbau einer Feinchemi- 
10 kalie beteiligt sein kann. 

Diese vorstehend genannten Mutagenesestrategien fur MCP-Proteine, 
die erhohte Ausbeuten einer Feinchemikalie aus C. glutamicum be- 
wirken sollen, sollen nicht einschrankend sein; Variationen die- ' 

15 ser Mutagenesestrategien sind dem Fachmann leicht ersichtlich. 
Unter verwendung dieser Strategien und einschlieElich der hier 
offenbarten Mechanismen konnen die erf indungsgemaSen Nuklein- 
saure- und Proteinmolekule verwendet werden, urn C. glutamicum- 
oder verwandte Bakterienstamme, die mutierte MCP-Nukleinsaure- 

20 und Proteinmolekule exprimieren, zu erzeugen, so daS die Aus- 
beute, Produktion und/oder Effizienz der Produktion einer ge- 
wunschten Verbindung verbessert wird. Die gewunschte Verbindung 
kann jedes,- von C. glutamicum hergestellte Produkt sein, ein- 
schlieSlich der Endprodukte von Biosynthesewegen und ZWischenpro-r 

25 dukte naturlich vorkoramender metabolischer Wege sowie Molekule, 
die im Metabolismus von C. glutamicum nicht naturlich vorkommen, 
die jedoch von einem erf indungsgemaSen C. glutamicum-Stamm produ- 
ziert werden. 

30 Diese Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter 
veranschaulicht, die nicht als einschrankend aufgefaSt werden 
sollen. Die Inhalte samtlicher, in dieser Patentanmeldung zitier- 
ter Literaturstellen. Patentanmeldungen, Patehte und veroffent- 
lichter Patent anmeldungen sind hi'ermit durch Bezugnahme aufgenom- 

35 men. 

Beispiele 

Beispiel 1: Preparation der gesamten genomischen DNA aus Coryne- 
40 bacterium glutamicum ATCC13032 



i 



Eine Kultur von Corynebacterium glutamicum (ATGC 13 032) wurde 
uber Nacht bei 30°C unter star kern Schiitteln in BHI-Medium (Difco) 
gezuchtet. Die Zellen wurden durch Zentrifugation geerntet, der 
45 Uberstand wurde verworfen, und die Zellen wurden in 5ml Puffer I 
(5% des ursprungsvo lumens der Kultur - samtliche angegebenen Vo- 
lumina sind fur 100 ml, Kulturvolumen berechnet) resuspendiert . 
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Zusammensetzung von Puffer I: 140,34 g/1 Saccharose, 2,46 g/1 
MgS0 4 • 7 H 2 0, 10 ml/1 KH 2 P0 4 -L6sung (100g/l, mit KOH auf pH-Wert 
6,7 eingestellt) , 50 ml/1 M12-Konzentrat (10 g/1 (NH 4 ) 2 S0 4 , 1 g/1 
NaCl/2 g/1 MgS0 4 • 7 H 2 0, 0,2 g/1 CaCl 2 , 0,5 g/1 Hefe-Extrakt 
5 (Difco) , 10 ml/1 Spurenelemente-Mischung (200 mg/1 FeS0 4 • H 2 0, 10 
mg/1 ZnS0 4 • 7 H 2 0, 3 mg/1 MnCl 2 • 4 H 2 0, 30 mg/1 H 3 B0 3 , 20 mg/1 
CoCl 2 • 6 H 2 0, 1 mg/1 NiCl 2 • 6 H 2 0, 3 mg/1 Na 2 Mo0 4 • 2 H 2 0, 500 mg/1 
Komplexbildner (EDTA oder citronensaure) , 100 ml/1 Vitamingemisch 
(0,2 ml/1 Biotin, 0,2 mg/1 Folsaure, 20 mg/1 p-Aminobenzoesaure, 
10 2o' mg/1 Riboflavin, 40 mg/1 Ca-Panthothenat , 140 mg/1 Nikotin- 
saure, 40 mg/1 Pyridoxolhydrochlorid, 200 mg/1 Myo-Inositol ) . Ly- 
sozym wurde in einer , Endkonzentration von 2,5 mg/ml zur Suspen- 
sion gegeben. Nach etwa 4 Std. Inkubation bei 37°C wurde die Zell- 
wand abgebaut, und die erhaltenen Protoplasten wurden durch Zen- 
15 trifugation geerntet. Das Pellet wurde einmal mit 5 ml Puffer I 
und einmal mit 5 ml TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH-Wert 
8) gewaschen. Das Pellet wurde in 4 ml TE-Puffer resuspendiert . 
und 0,5 ml SDS-Losung (.10%) und 0,5 ml NaCl-Losung (5 M) wurden 
zugegeben. Nach Zugabe von Proteinase K in einer Endkonzentration 
20 von 200 ng/ml wurde die Suspension etwa 18 Std. bei 37°C inku- 
biert. Die DNA wurde durch Extraktion mit Phenol, Phenol-Chloro- 
form-lsoamylalkohol und Chlorof orm-lsoamylalkohol mittels Stan- 
dard-Verfahren gereinigt. Dann wurde die DNA durch Zugabe von y 
1/50 volumen 3 M Natriumacetat und 2 Volumina Ethanol, anschlie- 
25 Eender Inkubation fur 30 min bei -20°C und 30 min Zentrifugation 
bei 12000 U/min in einer Hoehgeschwindigkeitszentrifuge- mit einem 
SS34-Rotor (Sorvall) gefallt. Die DNA wurde in 1 ml TE-Puffer ge- 
lost, der 20 ug/ml RNase A enthielt, und fur mindestens 3 Std.. 
bei 4°C gegen 1000 ml TE-Puffer dialysiert. Wahrend dieser Zeit 
30 wurde der Puffer 3mal ausgetauscht . Zu Aliquots von 0,4 ml der 
dialysierten DNA-Losung wurden. 0,4 ml 2 M LiCl und 0,8 ml Ethanol 
zugegeben. Nach 30 min inkubation bei -20°C wurde die DNA durch 
Zentrifugation gesammelt (13000 u/min, Biofuge Fresco, Heraeus, 
Hanau, Deutschland) . Das DNA-Pellet wurde in TE-Puffer gelost. 
35 Durch dieses verfahren hergestellte DNA konnte fiir alle ^Zwecke 
verwendet werdeh, einschlieSlich Southern-Blotting oder zur Kon- 
struktion genomischer Banken.. 

Beispiel 2: Konstruktion genomischer Corynebacterixm glutamicum 
40 (ATCC13 032) -Banken in Escherichia coli 

Ausgehend von DNA, die wie in Beispiel 1 beschrieben hergestellt 
wurde, wurden gemafi bekannter und gut eingefuhrter Verfahren 
(siehe bspw. Sambrook, J:' et al . (1989) "Molecular Cloning: A 
45 Laboratory Manual". Cold Spring Harbor Laboratory Press oder 
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Ausubel P.M. et al. (1994) "Current Protocols in Molecular Bio- 
logy" , John Wiley & Sons) Cosmid- und Plasmid-Banken hergestellt. 

Es lieS sich jedes Plasmid oder Cosmid einsetzen. Besondere Ver- 
5 wendung fanden die Plasmide pBR322 (Sutcliffe, J.G. (1979) Proc. 
Natl Acad. Sci. USA, 75:3737-3741); pACYC177 (Change. & Cohen 
(1978) J. Bacterid. 134 : 1141-1156) ;• Plasmide der pBS-Reihe 
(PBSSK+, pBSSK- und andere; Stratagene, LaJolla, USA) oder 
Cosmide, wie SuperCosl (Stratagene, LaJolla, USA) oder Lorist6 
10 (Gibson, T.J Rosenthal, A., und. Waterson, R.H, (1987) Gene 53: 
283-286. 

Beispiel 3: DNA-S.equenzierung und Computer-Funktionsanalyse. 

15 Genomische Banken, wie in Beispiel 2 beschrieben, warden zur DNA- 
SeguenzierungigemaS Standard-Verf ahren, insbesondere dem Kette- 
nabbruchverfahren mit ABI377-Sequenziermaschinen (s. z.B. Flei 
schman R D. et al . (1995) "Whole-genome Random Sequencing and 
Assembly of Haemophilus Influenzae Rd. , Science 269:496-512) 

20 verwendet. Die Sequenzierprimer mit den folgenden Nukleotid- , 
sequenzen wurden verwendet: .5 ' -GGAAACAGTATGACCATG-3 ' oder 
5 ' — GTAAAACGACGGCCAGT— 3 ' . 



Beispiel 4: m-vivo-Mutagenese 



25 



in vivo-Mutagenese von Corynebacterixm glutamicum kann durchge- 
fuhrt werden, indem eine Plasmid- (oder andere Vektor-) DNA durch 
E coli oder andere Mikroorganismen (z.B. Bacillus spp. oder He- 
fen wie Saccharomyces cerevisiae) geschleust wird, die die Inte- 
30 gritat ihrer genetischen information nicht auf rechterhalten kon- 
nen Ubliche Mutatorstamme weisen Mutationen in. den Genen fur das 
DNA-Reparatursystem auf (z.B., mutHLS, mutD, mutT, usw. , zum- Ver- 
gleich siehe Rupp, W,D. (1996) DNA repair mechanisms, m: Esche- 
richia coli and Salmonella, S. 2277-2294, ASM: -Washington) . Diese 
35 Stamme sind dem Fachmann bekannt. Die Verwendung dieser Stamme , 
1 ist bspw. in Greener, A. und Callahan, M. (1994) Strategies 
7:32-34 veranschaulicht . 

Beispiel 5: DNA-Transfer zwischen Escherichia coli und Corynebac- 
40 terium glutamicum 

Mehrere Corynebacterium- und Brevibacterium-Arten enthalten endo- 
-gene Plasmide (wie bspw. P HM1519 oder pBLl) die autonom «p me- 
ren (fur einen Uberblick siehe bspw. Martin, J.F. et al . (1987) 
45 Biotechnology 5:137-146). Shuttle-Vektoren fur Escherichia coli 
und Corynebacterium glutamicum lassen sich leicht mittels Stan 
dard-vektoren fur E. coli kpnstruieren (Sambrook. J. et al . , 
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(1989) "Molecular Cloning: A Laboratory Manual", Cold Spring 
Harbor Laboratory Press oder Ausubel/ F.M. et al . (1994) "Current 
Protocols in Molecular Biology", John Wiley & Sons), denen ein 
Replikationsursprung fur und ein geeigneter A Marker ' aus Corynebac- 
5 terium glutamicum beigegeben wird. Solche Replikationsursprunge 
werden vorzugsweise von endogenen Plasmiden entnommen, die aus 
Corynebac terium^ und Srevijbactertium-Arten isoliert worden sind. 
Besondere Verwendung als Trans f orma t ionsmarker fur diese Arten 
sind Gene, fur Kanamycin-Resistenz (wie solche, die vom Tn5- oder 

10 Tn-903-Transposon stammen) oder fur Chloramphenicol (Winnacker, 
E.L. (i987) "From Genes to Clones - Introduction to Gene Techno- 
logy, VCH, Weinheim) . Es gibt zahlreiche Beispiele in der Litera- 
tur fur die Herstellung einer groSen Vielzahl von Shuttle-Vekto- 
ren, die in E. cold und C. glutamicum replizieren , und fur ver- 

15 schiedehe Zwecke verwendet werden konnen, einschlieSlich Gen- 
Uberexpression (siehe bspw. Yoshihama, M. et al. (1985) J. 
Bacterid.- 162:591-597, Martin 1 , J.F. et al . , (1987) 
Biotechnology, 5:13 7-146 und Eikmanns, B..J. et al. (1992) Gene 
102:93-98). 

20 < 

Mittels Standard-Verfahren ist es moglich, ein Gen von Interesse 
in einen der vorstehend beschriebenen Shuttle-Vektoren zu klonie- 
ren und solche Hybrid-Vektoren in Corynebac terium glutamicum- 
Stamme einzubringen. Die Transformation von C. glutamicum laSt 

25 sich durch Protoplastentransf ormation (Kastsumata, R. et al. , 

(1984) J. Bacterid. 159:306-311) , Elektroporation (Liebl, E. et 
' al., (1989) FEMS Microbiol. Letters, 53:399-303) und in Fallen, 
bei denen spezielle Vektoren verwendet werden, auch durch Konju- 
gation erzielen (wie z.B. beschr.ieben in Schafer, A., et (1990) 

30 J . Bacteriol . 172:1663-1666). Es ist ebenfalls moglich, die 

Shuttle-Vektoren fur C. glutamicum auf E. coli zu ubertragen, in- 
dem Plasmid-DNA aus C. glutamicum (mittels im Fachgebiet bekann- 
ter Standard-Verfahren) prapariert und in E.- coli transf ormiert 
wird. Dieser Transf ormationsschritt kann mit Standard-Verfahren 

35 erfolgen, jedoch wird vorteilhaf terweise ein Mcr-def izienter E. 
• col i-Stamm verwendet, wie NM522 (Gough & Murray (1983) J. Mol. 
Biol. 166:1-19) . 

v 

Beispiel 6: Bestimmung der Expression des mutanten Proteins 

40 

Die Beobachtungen der Aktivitat eines mutierten Proteins in .einer 
transformierten Wirtszelle beruhen auf der Tatsache, da£ das mu- 
tante Protein auf ahnliche Weise und in ahnlicher Menge expri- 
miert wird wie das Wildtyp-Protein. Ein geeignetes Verfahren zur 
45 Bestimmung der Transkriptionsmenge des mutanten Gens (ein Anzei- 
chen fur die mRNA-Menge, die fur die Translation des Genprodukts 
verfugbar ist) ist die Durchflihrung eines Northern-Blots (s. 
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bspw. Ausubel et al., (1988) Current Protocols in Molecular Bio- 
logy, Wiley: New York), wobei ein Primer, der so ausgestaltet 
ist, daS er an das Gen von Interesse bindet, mit einer nachweis- 
baren (gewohrilich radioaktiven Oder chemilumineszierenden) Mar- 
5 kierung versehen wird, so daS - wenn die Gesamt-RNA einer Kultur 
des Organismus extrahiert, auf einem Gel aufgetrennt, auf eine 
stabile Matrix ubertragen und mit dieser Sonde inkubiert wird - 
die Bindung und die Quantitat der Bindung der Sonde das Vorliegen 
und auch die Menge der mRNA fur dieses Gen anzeigt . Diese Inf or- 
10 mat ion ist ein Hinweis auf das AusmaS der Transkription des 

mutanten Gens. Gesamt-Zell-RNA la&t sich durch verschiedene Ver- 
fahren aus Corynebacterium glutamicum isolieren, die im Fachge- 
biet bekannt sind, wie in Bormanh, E.R. et al . , (1992) Mol. Mi- 
crobiol. 6:317-326 beschrieben. 

15 

Zur Bestimmung des Vorliegens -oder der relativen Menge an Pro- 
tein, das von dieser mRNA translatiert wird, konnen standard- 
Techniken, wie Western-Blot, eingesetzt werden (s. bspw. Ausubel 
et al. (1988) "Current Protocols in .Molecular Biology" , Wiley, 

20 New York) . Bei diesem Verfahren werden Gesamt-Zellproteine extra- 
hiert, durch Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine Matrix, wie 
Nitrocellulose, ubertragen und mit einer Sonde, wie einem Anti- - 
korper, die an das gewunschte Protein spezifisch bindet, inku- 
biert, . Diese Sonde ist gewohnlich mit einer chemilumineszieren- 

25 den oder colorimetrischen Markierung versehen, die sich leicht 
nachweisen lafit. Das Vorliegen und die beobachtete Menge an Mar- 
kierung zeigt das Vorliegen und die Menge des gesuchten Mutant en- 
proteins in der Zelle an. 

30 Beispiel 7: Wachstum von genetisch verandertem Corynebacterium 

glutamicum - Medien und Anzuchtbedingungen 

Genetisch veranderte Corynebakterien werden in synthetischen oder 
natiirlichen Wachstumsmedien gezuchtet. Eine Anzahl unterschiedli- 

35 cher wachstumsmedien fur Corynebakterian sind bekannt und leicht 
erhaltlich (Lieb et al. (1989) Appl. Microbiol. Biotechnol . 
.32:205-210;. von der Osten et al . (1998) Biotechnology Letters 
11:11-16; Patent DE 4 120 867; Liebl (1992) "The Genus . 
Corynebacterium", in: The Procaryotes, Bd. II, Balows, A., et 

40 al., Hrsg. Springer-Verlag) . Diese Medien bestehen aus. einer oder 
mehreren Kohlenstof f quellen, Stickstof f quellen, anorganischen 
Salzen, Vitaminen und Spurenelementen. Bevorzugte Kohlertstoff- 
quellen sind Zucker, wie Mono-. Di- oder Polysaccharide. Sehr 
gute Kohlenstof f quellen sind bspw. Glucose, Fructose, -Mannose, 

45 Galactose, Ribose, Sorbose, Ribulose, Lactose, Maltose, Saccha- 
rose, Raffinose, Starke oder Cellulose. Man kann Zucker auch uber 
komplexe Verbindungen, wie Melassen, oder andere Nebenprodukte 
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der Zucker-Raffinierung zu den Medien geben. Es kann auch vor- 
teilhaft sein, Gemische verschiedener Kohlenstof f quellen zuzuge- 
ben Andere mogliche Kohlenstof f quellen sind Alkohole und organi- 
sche Sauren, wie Methanol, Ethanol, Essigsaure oder Milchsaure. 
5 stickstoffguellen sind gewohnlich organische oder anorganxsche 
Stickstoffverbindungen oder Materialien, die diese Verbindungen 
enthalten. Beispielhaf te Stickstoffguellen umfassen Ammoniak-Gas 
oder Ammoniumsalze, wie NH4CI oder (NH 4 ) 2 S0 4 , NH4OH, Nitrate, 
Harnstoff, Aminosauren oder komplexe Stickstoffguellen. wie Mais - 
10 quellwasser, .Sojamehl, Sojaprotein, Hefeextrakt, Fleischextrakt 
und andere. 

Ariorganische Salzverbindungen, die in den Medien enthalten sein 
konnen. umfassen die Chlorid-, Phosphor- oder Sulfatsalze von 
15 Calcium, Magnesium, Natrium, Kobalt, Mo'lybdan, Kalium, Mangan, 
Zink Kupfer und Eisen. Chelatbildner konnen zum Medium gegeben 
werden, urn die Metallionen in Losung zu halten. Besonders geei- 
gnete Chelatbildner umfassen Dihydroxyphenole, wie Catechol oder 
Protocatechuat, oder organische Sauren, wie Citronensaure. Dl e 
20 Medien enthalten ublicherweise auch andere Wachstumsf aktoren wie 
Vitamine oder wachstumsf orderer, zu denen bspw. Biotm, Ribofla- 
vin, Thiamin, Folsaure, Nikotinsaure, Panthothenat und Pyridoxin 
gehoren. Wachstumsf aktoren und Salze stammen haufig.von komplexen 
Medienkomponenten, wie Hefeextrakt, Melassen. Maisguellwasser und 
25 dergleichen. Die genaue Zusammensetzung der Medienve.rbmdungen 
hangt stark vom jeweiligen Experiment ab und wird fur Jeden spe- 
zifischen Fall individuell entschieden. Information iiber die Me- 
dienoptimierung ist erhaltlich aus dem Lehrbuch "Applied Micro- 
biol. Physiology, A Practical Approach" (Hrsg. P.M. Rhodes, P.F. 
30 Stanbury, IRL Press (1997) S. 53-73, ISBN 0 19 963577 3) Wach- 
stumsmedien lassen sich auch von kommerziellen Anbietern bezie- 
hen, wie Standard 1 (Merck) oder BHI (Brain heart infusion, 
DIFCO) und dergleichen. 

35 Samtliche Medienkomponenten werden, entweder durch Hitze (20 min 
bei 1,5 bar und 121°C) oder durch Sterilf iltration, stenlisiert . 
Die Komponenten konnen entweder zusammen oder not igenf alls ge 
trennt sterilisiert werden. Samtliche Medienkomponenten konnen zu 
Beginn der Anzucht zugegen sein oder wahlfrei kontinuierlich oder 

40 chargenweise hinzugegeben werden. 

Die Anzuchtbedingungen werden fur jedes Experiment gesondert de- 
finiert. Die Temperatur sollte zwischen 15°C und 45°C liegen und 
kann wahrend des Experimentes konstant gehalten oder verandert 
45 werden. Der pH-Wert des Mediums sollte im Bereich von 5 bis 8,5, 
vorzugsweise urn 7 , 0 liegen, und kann durch Zugabe von Puffern zu 
den Medien auf rechterhalten werden.' Ein beispielhaf ter Puffer fur 
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diesen Zweck ist ein Kaliumphosphatpuf f er . Synthetische Puffer, 
wie MOPS, HEPES; ACES usw. , konnen alternativ oder gleichzeitig 
verwendet werden. Der Anzucht-pH-Wert laSt sich wahrend der An- 
zucht auch durch Zugabe von NaOH oder NH 4 OH konstant halten . Wer- 
den komplexe Medienkomponenten, wie Hef e-Extrakt , verwendet, 
sinkt der Bedarf an zusatzlichen Puffern, da viele komplexe Ver-j 
bindungen eine hone Puf f erkapazitat aufweisen. Beim Einsatz eines 
Fermenters fur die Anzucht von Mikroorganismen kann der pH-Wert 
auch mit gasf ormigem . Ammoniak reguliert werden. 



10 



Die inkubationsdauer liegt gewohnlich . in einem Bereich von mehre- 
ren Stunden bis zu mehreren Tagen. Diese Zeit wird so ausgewahlt, 
daS sich die maximale Menge Prodiikt in der Briihe ansammelt. Die 
offenbarten Wachstumsexperimente konnen in einer Vielzahl von Be- 
15 haltern. wie Mikrotiterplatten, Glasrohrchen, Glaskolben oder 

Glas- oder Metal lfermen tern unterschiedlicher GroSen durchgefuhrt 
werden. Zum Screening einer groSen Anzahl von Klonen soil ten die 
Mikroorganismen in Mikrotiterplatten, Glasrohrchen oder Schiittel- 
kolben entweder mit oder ohne Schikanen, geziichtet werden. Vor- 
20 zugsweise werden 100-ml-Schuttelkolbert verwendet, die mit 10% 

(bezogen auf das volumen) des erf order lichen Wachstumsmediums ge- 
fullt sind. Die Kolben sollten auf einem Kreiselschuttler (Ampli- 
tude 25 mm) mit einer Geschwindigkeit im Bereich von 100-300 U/ 
min geschiittelt werden. verdampf ungsverluste konnen durch Auf- 
25 rechterhalten einer feuchten Atmosphare verringert werden,- alter- 
nativ sollte fur die Verdampfungsverluste eine mathematische Kor- 
rektur durchgefuhrt werden. ^ 

werden genetisch modifizierte Klone untersucht, sollte auch ein 
30 unmodifizierter Kontrollklon oder ein Kontrollklon getestet wer- 
den, der das Basisplasmid ohne Insertion enthalt. Das Medium wxrd 
auf eine OD 600 von 0,5-1,5 angeimpft, wobei Zellen verwendet 
werden, die auf Agarplatten. wie CM-Platten (10 g/1 Glucose, 2,5 
g/1 NaCl, 2 g/1 Harnstoff, 10 g/1 Polypepton, 5 g/1 Hefeextrakt, 
35 5 g/1 Fleischextrakt, 22 g/1 Agar pH-Wert 6,8 mit 2 M NaOH), die 
bei 3 0°C inkubiert worden sind, geziichtet warden. Das Animpfen der 
Medien erfolgt entweder durch Einbringen einer Kochsalzlosung von 
C. glutamicu/n-zellen von CM-Platten oder durch Zugabe einer flus- 
sigen Vorkultur dieses Bakteriums. 



40 



Beispiel 8: in-vitro-Analyse der Funktion mutanter Proteine 



Die Bestimmung der Aktivitaten und kinetischen Parameter von En- 
zymen ist im Fachgebiet gut bekannt. Experimente zur Bestimmung 
45 der Aktivitat eines bestimmten veranderten Enzyms mussen an die 
spezifische Aktivitat des Wildtypenzyms angepafit werden, was in- 
nerhalb der Fahigkeiten des Fachmann liegt. uberblicke uberEn- 
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zyme 'im allgemeinen sowie spezifische Einzelheiten , die die 
Strukturv Kinetiken, Prinzipien, Verfahren, Anwendungen und Bei- 
spiele zur Bestimmung vieler Enzymaktivitaten betref fen, konnen 
bspw... in den nachstehenden Literaturstellen gefunden werden: Di- 
5 xon, M. , und Webb', E.C: (1979) Enzymes, Longmans, London; Fershf 
(1985) Enzyme .Structure and Mechanism, Freeman, New York; , Walsh 
(1979) Enzymatic Reaction Mechanisms. Freeman, San Francisco; 
Price, N.C., Stevens, L. (1982) Fundamentals of Enzymology. 
Oxford Univ. Press: Oxford; Boyer, P.D: Hrsg. (1983) The Enzymes, 

10 3. Aufl., Academic Press, New York; Bisswanger, H. (1994) 

Enzymkinetik, 2. Aufl . VCH, Weinheim (ISBN 3527300325) ; Berg- 

■ meyer, H.U., Bergmeyer, J., GraSl, M. Hrsg. (1983-1986) Methods, 
of Enzymatic Analysis, 3. Aufl. Bd. I-XII, Verlag Chemie: >s 
Weinheim; und ullmann's Encyclopedia. of Industrial Chemistry 

15 (1987) Bd. A9, "Enzymes", VCH, Weinheim, S. 352-363. 

Die, Aktivitat von Proteinen, die an DNA binden, kann durch viele 
gut eingefuhrte Verfahren gemessen werden, wie DNA-Banden- Shift- 
Assays (die auch als Gel retardations-Assays bezeichnet werden) . 

20 Die Wirkung dieser Proteine auf die Expression anderer Molekule 
kann mit Reportergen-Assays (wie in Kolmar, H. et al., (1995) 
EMBO J. 14:3895-3904 und den darin zitierten Literaturstellen be- 
schrieben) gemessen werden. Reportergen-Testsysteme sind wohlbe- 
kannt und fur Anwendungen in pro- und eukaryotischen Zellen eta- 

25 bliert, wobei Enzyme, wie beta-Galactosidase , Grun-Fluoreszenz- 
f Protein *und mehrere andere verwendet werden. . 

Die Bestimmung der Aktivitat von Membran-Transportproteinen kann 
gemaS Techniken, wie sie in Gennis, R . B . (1989) "Pores, Channels 
30 .and Transporters", in Biomembranes, Molecular Structure and Func- 
tion, Springer: Heidelberg, S. 85-137; 199-234 ; und 270-322 be- 
schrieben sind, erfolgen. . 

Beispiel 9: Analyse des Einflusses von mutiertem Protein auf die 
35 Produktion des gewunschten Produktes 

Die Wirkung der genetischen Modifikation in C. glutamicum auf die 
Produktion einer gewunschten Verbindung (wie einer Aminosaure) 
kann bestimmt werden, indem die modif izierten Mikroorganismen un- 

40 ter geeigneten Bedingungen (wie den vorstehend beschriebenen) ge- 
zuchtet werden und das Medium und/oder die zellularen Komponenten 
bezuglich der erhohten Produktion des gewunschten Produktes (d.h, 
einer Aminosaure) untersucht wird/werden. Solche Analysetechniken 
sind dem Fachmann wohlbekannt und umfassen Spektroskopie, Diirin- 

45 schichtchromatographie, Farbeverf ahren verschiedener Art, enzyma- 
tische und mikrobiologische Verfahren sowie analytische Chromato- 
graphic, wie Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (s. bspw. 
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Ullman, Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. A2 , S. 89-90 
und S. 443-613, VCH: Weinheim (1985); Fallon, A., et al . , (1987) 
"Applications of HPLC in Biochemistry" in: Laboratory Techniques 
in Biochemistry and Molecular Biology, Bd. 17; Rehm et al . (1993). 
5 Biotechnology, Bd. 3, Kapitel III: "Product recovery and 

purification", S. 469-714, VCH: Weinheim; Belter, P. A. et.al. 
(1988) Bioseparations: downstream processing for Biotechnology, 
John Wiley and Sons; Kennedy, J.F. und Cabral, J.M.S. (1992) 
Recovery processes for biological Materials, John Wiley and Sons; 
10 Shaeiwitz, J. A. und Henry, J.D. (1988) Biochemical Separations, 
in Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, Bd. B3 ; Kapi- 
tel 11, S. 1-27* VCH: Weinheim; und Dechow, F.J. (1989) Separa- 
. tion and purification techniques in biotechnology, Noyes Publica- 
tions) . 

15 

Zusatzlich zur Messung des Fermentationsendproduktes ist es eben- 
falls moglich, andere Komponenten der stof fwechselwege zu analy- 
sieren, die zur Produktion der gewunschten Verbindung verwendet 
werden, wie Zwischen- und Nebenprodukte , urn die Gesamt-Ef f izienz 

20 der Produktion der Verbindung zu bestimmen. Die Analyseverf ahren 
umfassen Messungen der Nahrstof fmengen im Medium (bspw. Zucker, 
Kohlenwasserstoffe, Stickstof f quellen, Phosphat und andere Io- 
•rien) , Messungen der Biomassezusammensetzung und des Wachstums, 
Analyse der Produktion gemeinsamer Metabolite von Biosynthesewe- 

25 gen und Messungen von Gasen, die wahrend der Fermentation erzeugt 
werden. Standardverf ahren fur diese Messungen sind in Applied Mi- 
crobial Physiology; A Practical Approach, P.M. Rhodes und P.F. 
Stanbury. Hrsg. IRL Press, S. 103-129; 131-163 und 165-192 (ISBN: 
019963 5773) und den darin angegebenen Literaturstellen beschrie- 

30 ben. 

Beispiel 10: Reinigung des gewunschten Produktes aus C. glutami- 
cum-Kultur 

35 Die Gewinnung des gewunschten Produktes aus C. glutamicum-Zellen 
oder aus dem Uber stand der vorstehend beschriebenen Kultur kann 
durch verschiedene, im Fachgebiet bekannte Verf ahren erfolgen. 
Wird das gewunschte Produkt von den Zellen nicht sezerniert, kon- 
nen.die Zellen aus der Kultur durch langsame zentrifugation ge- 

40 erntet werden, die Zellen konnen durch Standard-Techniken, wie 
mechanische Kraft oder ultraschallbehandlung, lysiert werden. Die 
Zelltrummer werden durch Zentrifugation entfernt, und die Uber- 
standsfraktion, die die loslichen Proteine enthalt, wird zur wei- 
teren Reinigung der gewunschten Verbindung erhalten. Wird das 

45 Produkt von den C. glutamicum- Zellen sezerniert, werden die Zel- 
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len durch langsame Zentrif ugation aus der Kultur entfernt, und 
die Uberstandsfraktion wird zur weiteren Reinigung behalten. 

Die Uberstandsfraktion aus beiden Reinigungsverf ahren wird einer 
S^Chromatographie mit einem geeigneten Harz unterworfen, wobei das 

gewunschte Molekiil entweder auf dem Chromatographieharz zuruckge- 
• halten wird, viele Verunreinigungen in der Probe jedoch mcht, 
Oder die Verunreinigungen auf dem Harz. zuriickbleiben, die Probe 
hingegen nicht. Diese Chromatographieschritte konnen notigenfalls 
10 wiederholt werden, wobei die gleichen oder andere Chromatogra- 
phieharze verwendet werden. Der Fachmann ist .in der Auswahl der 
geeigneten Chromatographieharze und ihrer wirksamsten Anwendung 
fur ein bestimmtes zu reinigendes Molekvil bewandert. Das gerei- 
nigte Produkt kann durch Filtration oder Ultrafiltration konzen- 
15 triert und bei einer Temperatur aufbewahrt werden, bei der die 
Stabilitat des Produktes maximal ist. 

N 

im Fachgebiet sind viele Reinigungsverf ahren bekannt, und das 
vorhergehende Reinigungsverf ahren soil nicht einschrankend sem. 
20 Diese Reinigungstechniken sind bspw. beschrieben in Bailey, J E. 
& Ollis, D.F. Biochemical Engineering Fundamentals, McGraw-Hill: 
New York (1986) . 

Die Identitat und Reinheit der isolierten verbindungen kann durch 
25 Techniken des Standes der Technik bestimmt werden. Diese umfassen 
Hochleistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC) , spektroskopi- 
' sche Verfahren, Farbeverf ahren, Dunnschichtchromatographie, NIRS, 
Enzymtest oder mikrobiologische Tests. Diese Analyseverf ahren 
sind zusammengefaSt in: Patek et al. (1994) Appl. Environ. 
30 Microbiol. 60:133-140; Malakhova et al. (1996) Biotekhnologiya 11 
27-32; und Schmidt et al . (1998) Bioprocess Engineer. 19:67-70. 
Ulmann's Encyclopedia of industrial Chemistry (1996) Bd. A27, 
VCH: Weinheim, S. 89-90, S. 521-540, S. 540-547, S. 559-566, 
575-581 und S. 581-587; Michal, G (1999) Biochemical Pathways: An 
35 Atlas of Biochemistry and Molecular Biology. John Wiley and Sons; 
Fallon, A. et al . (1987) Applications of HPLC in Biochemistry m: 
Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, 
Bd. 17. 

40 Aquivalente 

Der Fachmann erkennt oder kann - indem er lediglich Routinever- 
f ahren verwendet - viele Aquivalente der erf indungsgemaSen spezi- 
fischen Ausfuhrungsformen feststellen. Diese Aquivalente sollen 
45 von den nachstehenden Patentanspruchen umfaSt sein. 
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Tabelle 1: Gene der Patentanmeldung 



1 > > ■»»> ■» > • » » 

-| 1 »• ^ • -> ■» 1 • • I 

. ->. * } » » » * » \ l > « >•>• 



5 



10 



15 



20 



RXN00850 


W0067 


4148 


3321 


RXN00869 


WO 127 


5599 


4679 


RXN00946 


W0107 


3034 


3807 


RXN01075 


W0084 


42045 


41635 


RXN01134 


W0077 


774 


4 


RXN01140 


W0077 


1642 


710 


RXN01153 


W0265 


546 


4 


RXN01167 


W0117 


12777 


13172 


RXN01246 


W0104 


2815 


3321 


RXN01281 


W0212 


4506 


5267 


RXN01296 


W0209 


10462 


9380 


RXN01324 


W0082 


6588 


6887 


RXN01362 


W0051 


27040 


23387 


RXN01379 


W0091 


10518 


11459 


RXN01400 


W0126 


2988 


1489 


RXN01409 


W0278 


5304 


4483 


RXN01459 


V VUZJi 




4.190 


RXN01471 


W0019 


11467 


10661 


RXN01485 


W0019 


26454 


28505 j 


RXN01492 


W0139 


36004 


36807 . 


RXN01574 


W0009 


48980 


47946 


RXN01592 


W0229 


14706 


13405 


RXN01634 


W0050 


43466 


42915 


RXN01694 


W0139 


13054 


13953 


RXN01703 


W0089 


7108 


8220 



25 



30 



\ 

V 

35 



40 



45 



BASF Aktiengesellsckaf t 



992804 



O.Z. 0050/50674 



58 



J 
*o3 



a -s 

S *5 



2 i 

5P*« .£ o 
! ^ 3 
so ^ ^ 

O § £ CJ 

C £ oo 

P.s-s- 



lis 

u "5 7^ 

iill 



s 



§1 

V 
5 § 
2 1 

.5 o 
"3 8 

.22 ^3 



"8 



■2 S 

Si 3. 



1 i 5 ^ 

T3 



CQ 



2 

— as 

§ bo 



; |» 

> £ OO 

5 o *P 

^ goo 

S 5 



o 



c 

o 

c 
c 



o 
cs 

§ 

oo 



3 3 
jG g Co 

WO 



•3 *> 



O0 



00 



oo 

CN 

cr 

CN 



S3 



0) 



00 CN 



S .2 

<U - S3 * 



25 



5 o 

MB 
s ^ 

3 c> 

cs ^ 
' — , o 
o £ 
£*-2 



S 3 



oo « 



X 

c 



o 

5 

c 
o 



a 



c? 



O0 



0) 



0) 

(0 
Eh 



1 



r- 
oo 
to 



C\ ^ m »n 
r- oo oo oo 

^ 

m io m >a 
5 5 3 3 



CN 



5 



o 

OO 

o 
< 



2 

±3 ni 

3 

CO ^ 

00 «- J 

O 0) 
X 

c: 

a 

— S 



s 

I- 

on 

ii 



00 

B 

•5b 



T3 



OO 
CD 

s 
5 



5 



BASF Aktiengesellschaft 



992804 ..J3.Z v ,0O50/5Qe74,,DB 



!» .1 » > 9 9 

1 • O » J » • 

> 3 > ■> » > . * » 

» » » » 



•as' ' 't. 




BASF Aktiengesellschaf t 



992804 



O.Z. 0050/50674 DE 



60 



0> 

8 

b0 



On 

to 2 

> c; 
o ^ 



6 

•3 



i -s 

La a -2 
a °" ? 
1 



' " co 



1 "r* s> 



If 



P M 
•s S ^ 

o 

PI- 

Ell 
£ € i 



_ CN 

82 




5?' 

O 

■§ 
T 

CO 

■a 
1 

I 
o. 

3 



9 



1 1 s b s 

1 a h© k 



53 SI S 1^1 - 



ii 

g s 



U U 



t/j 

. cci 

'■8 

I s 
t" 
9 



1 8- 

P P 



o 



CO 

"5 
•5 | 
'5 



8* 
■8 5 

3 



CO 



3 *s 



5 S 

b?. 

1! 

S — 

2 S.-S 
« i B 

o 



P 6 c 
* 1 1 1 

"S ^ g 
S3 § 2 | 



oo 

_ CN 
^5 ON 

-o .9 w 

g O cN 
8 O 

"§§ 

c3 ^ 

S w 
Pu, O 



'2 

s 
3 

E 



5 r-! 



O C3 

3 2 



5 



ii 

'E 5 

co u - 



cri ^ CN 



SS o 8 



o 

a 

C3 



(2 

a 
o 
> 

o 



1 



•s 



o 
U 



CN 

< s 

CN 

m 



73| ! 

« ; 

< o 
.3 

03 

3 3 

1-6 
* -a 



8 



8, 
•-a -g 

_S :cO 



Q 



NO 
CO 

»— < 

o 
o 



CN 



O 
O 




£3 

35 o 

Q. O 



o 



G 

'"O 

S R • 

53 to 

£ S 
2 S 

SC3 

o 53 cn 

CO CN 

U 73 7 
•— *g o 

§ j^i 
1 1 ^- 

.is rn 

2 .a . 
8*8^ 
SI s 

s 

•§ « s 

45 "3 8 

»— » t— i P. 



I f .8 & 
~ 8 € s 

1 ■ • -9 



oB-C 2 
S- 2 — 

« "«o 

i 55 



25 3 



•as 



CN 



S 



BASF Aktiengesellscliaft 



992804 



> > :> > > * 



O.Z\ 0050/50674 DE 



61 



"2 



I i 

if I 

i §V- 

lg UN 
p 

lifl 

[§ S « 

h« 

IP'S | 

c 
g 

ab 
9 



ft* s 

ks 

loo 



.2 •= 



■ — w 

|<- o 

I Q> CO 
1 ■* CO 
CO 

" s 



§ 



I 

o 

S 



5 



1 

o 



1 



g op 



cs 
cs 



o o 

S <2 2 
'B.5S4 

'» cs 
o 

15 -i= As 

2 II 

- - 5 

S 2 

3! B § 

s !?s 

2 w 

- 5 ."2 

1 1 & 

o 



jo r-- 
o r- 

s e 
S = 

CO 

to 

oo g 

£2 5§ 



<S 1 

- "1 

- S 

i i ; 

a -'5 



S * 

O 3 

J-*! 



S 1I 



o ^ 



bO *0 



I 



a 

3 

'S 

co 

3 .s 

S S ^ 

•g s? ; 

ii 

o o 

a 



8 
■i— » 

CO 
Ph 

s 

s 

"o 

m 



1 

.3 
S 

8 



bO. 



Is 



a 
o 



To O 

S i ; 



w Co 

PS J 
< * «. 

S eg 

I s 

a b0 

it 
1 * 

B . 

3 . 
"5b 2 
p s 
* B 



I 

o 



73 



■c 



CO 

5 



GO 



i 

s 

§8 



o* 

& 



•2 



s 

BO 

! 

"t3 



3 

o 

X 



fS 

o 



CO 

a 



I ' o 

0 O 

a 3 

a"g 

S 

1 21 

S < 



a 

o CO 

-§ s 

p c 

£ 2 

CM 

CO fS 
CO 



I 

■§ 




43 



CO 



C 

§ 



"P. 5 



"ST - 

1.3 § 



■8 



•5 o 



3 



■e -S 
.3 75 
2 -c 



Is 



S 53 2 



_ CO 
GO 

C 

P 



S CO 

is 

S3 

0,00 
O 

F || 

C3 b CU, 



a3 



S 1 



% 

T3 



O 



00 O 

.S 

O 

8 2 

O ^ 
« < 

C3 CO 
CU CO 
P3 O 

o oo 
^ CN 

00 PN 

oo2 

s 



8| 

S S3 

so .o 



— -p 

CO 

« 2 



-8 
1 

2 

2 



5 



IS 



CO 



O O 



O 

w 



I 

CO 

a 

P 

s 



co -rj- 

£5 cs 
oo O 

i3 CN 

P PN 

C P\ 

IS 

CO S 
U CO 

s 

: 3 § 

a. S 
2 

S -3 
S ^ 

2 i2* 
-o — ■ 

s°l 

*P ^> 

SCO 
• CO 

si 

co 

■a -s 

13 .2 
S S3 ^ 

co co 
^1 = 



hi 
p 

.a 



a 

CO 

a* 

o 

.3 



r- 

PN 

s. 



i 
1 



BASF Aktiengesellsctiaft 



992804 „ ,„p.Z„ 0Q50/5&674 DE 



62 



* 3 * > * • ) 

^ > , ■* »»»> >>* > "> 1 

1 1 » * * 1 



00 



>Os 

OS 
O 

o3 
o 

iiF 

I o 
rr> 
. O 
| co 
Cs 

; 2 

ife 

ii 

j "co 



6 



< 

oo 
. r- 

as 85 

tf£ 



« CO 
^ Oh 



i 



CT3 

E 



N 



O 

CO 

s 



00 



8 



0> 



vo 



< 

cn 
oo 

IT) 

o 

©S 



1* 



ro 

§ 



t 

T3 

CO 

8 
& 



a 



< 

S § 
© CM 

< ° 

O < 

53 vo 
*- oo 



w OS 

53 cs 



o . 

00 .25 
3 CO 
U- PL, 



•3 

p m 

§ 5 

>^ r- 

.■S 

•3 t: 
a 

•3 < 
8 J. 
< 

Q OO 

cs 

o2 

CO . . 

* ! 

CO J 

s « 

CO 

« "§ 



o 

6 - 

bO • 

On 
tJ- 
OO 
CN 
CO 

<u Cs 

8 2 



a> ,22 



§ - 

>> w 
CO .t4 

CO 



.a 

O 



CD 

■S 



1 

Q 



oo 
o 

o 

pa 



o 



1 



a & 



OO 
CN 



Cs 
Cs 



2 8 



ii 

0h 



0> 
CO 
CO 

■8 

! 
1 



CD 

a 

o 



co 

■s 

I 

.3 
c 

1 



CO 

o 

W. 



U4 



o 



c 

co 

I 

e 

a 

eo 

CO 

8. 



O 

1 

O OO 

^ oo 

- OS 
> Os 

I 

CO 



! 

"co 

8 



w 



is 
.5 

OS 
_ OO 

CO 

o m 

II 

;s 

- 5 Si 

« I! 



t 

CO 

8 

t 

B 
1 



Os 



8 . 6 



b0 

CO 
CO 

I 



bO 
<D 
I d 
I co 

St! 

© Cs 
OO 

o 



co q a o I 



IIS 



CO 



Is 

- oo 
<s 

- ON' 

S 2 



S 

oo 

VP 
o 



PS 2 1 



co 1 5 2 



! 
i 

% 



1 
s 



1 

co 



co 

1 



a. 

CO 

< 

CO 

& 
1 



oo 
VO 

§ 



vo 

oo 
vo 

s 



BASF Aktiengesellscliaft 



992804 .v.O.Z., 0050/50,674 DE 



63 



OO 



O 



o 

CO 

fN 

«f 

O Oh 

5b 8 

9 CO 

CO O- 



S 

On 
O ^5 
CN 

15 

OO 

r- 



On 



z a 

§ 3 
o P 



2 on 

s ^ 

3 CN 



"8 S 

CfJ 

s - 

1 1 

r- 
^3 

C On 

cn 

< fc 

•3 S 

- to 
o s ^ 

<tf 3 

s .§ 

& ^ 
u ."3 

< s 

§1 
si 

8 § 

o a 

11 

<t> 

§ =§ 
5 £ 



5 on 

■si 

co w 

8 - 

^5 

3 

■a 

o 

t: 

eo 
en 

< i 

o 



T3 



CN 

On 
On 



S 

o si 

aj 

3. 



< 



DO t£ 

' o 

'-5 <=> 



H 
*\ 

8 o 
o 2 

"I 
if 



BP 
o <n 

3 
■a £ 

ft 
3 1 



I 
8 

00 

i 



3 
S 

J 

O0 



O <D 

15 g 

PC O 

s 

5 o- 

3 CO 

Q < 



3 

8. 
o 

I 

B 
3 



O 



! 

§ 



< < 

o o 
. on 



£ S 

e ?j 

& o 

00 — 

1 s 

« ON 

tfc o 

_ ft. 

Q w 



a B 

C 



8 



o g 

s s 

S £ 

cx o 

ox) — « 

Is 

00 to 
W On 

< z 



^ S 

s 5 
I* 



3 

I ■ 

3 b 

2 2 
9 

on — 

G P 

re >* 

g i 

E 5« 

S 2 
<| 

r & 



O On 

S ;B 
oo^; 

si 

S 2 
s ^ 

• On 
On 
< - 

Q T! 

5. B 

I 



to 

On 
O 

s-S 

T3 _ 

- oc 
to 
op 

S o 

- tr> 

8 ^ 
Sft 

oo .. 

g» 8 
a 1 



- O 

Sb g 

'3 
^ re 



o 
3 

o ^ 



oo 



00 

oo 



8 



£L- 

p 

■S 5 s 

3 O 
O 

I s 
'^^ 

re tn 
k*CN 

fr 

*3 re 

C3 Dh 



00 

3 
< 



J3 



q o 

3 <=> 
T3 ^ 

"1 

On 
ea m 
oo 

o 

OS 

CO <^ 

3 

u 1 



1 



a 

.1 

i 



8. 



oo 



0) 

8 

00 

13 ' 
O On 

3 oo 
O ( 

a. J, 

3 On 
" O 

r- 
o 



s s 

£ re 

2 a-, 



t 

3 
p 



1 



S 



OO 

oo 
o 

w 

oo" oT o" 

oo oo 

oo oo oo oo 
O O O Q 
W W W W 



oo 

s 



m 

CN 
OO 



S 

oo 

§ 



oo 



o 

On 
OO 

o 
W 



O On 
<N CN 

13 S 



BASF Aktiengesellsctiaft 



992804 ,., ,,,p.Z f , 09^0/50,674, DE 



! > > » v • » 

1 > > > i - » » 1 ■» 



64 



8 



a 



c/a 
S3 

s n 

00 

© ©> 
C2 oo 

1 s 

< 

,B c\ 

i<s 

r- 
— ' o 
I ^ 

*£ 

eg 

I O • «-* 
IS " 



00 

fe 
8 

00 

O ©\ 

C3 oo 

IS ^ 
o o 



c 

o 

in 

& 



c 

o 

LO 

& 



CM 

r» 
•o 
oo 

I 

o *0 



Q r- l"c So 

S £i I S3 ^ 
to o «A «— t 



O0 

e 



to t-- 



O CN 

g I 

TO 

s <^ 

< g 

* r- 
— • o 
es t— 

13 % 



,1 



Is 

1 © 

£=3 



| ^ cS I 

■ o 

eo L 

Hi 



-a 



:TO 

.1 
I 

'•3 



D 



2 ^ 

| to S) 

oo 



il I * ■ s 

P ^ N I cm 
2 I W 



OO 

c 

CO 

p 

o cs 
2- 

TO w 

o o 

PI 

O- J, 

s £ 
<S 

— ! i O 

to r- 

w ©\ 



op< 

1^ 



j?V© 

•S CM 

TO O 

-S.2 



g | 



I; 



u oo 



« •■§ tt 



00 

s s 

to C 
to & 

TO 



o ^> 

« ft, 

re -S 

il 

T5 g 
2 S 
Its "oo 

=3 

II "8 
Is 5 



s S 

^3 00 

8 S 
I-s 

1 ^ 

O cz 

u ^ 
o g 

CD ^ 

I 

C/3 



a 

S3 
O 



Si 



S3 

1 



'■3 

i 



15 O 



ICQ « 
, "53 

2 -o 



T ^ I 

73 O 

•Si! 

6 s 5 
^ 3 S 



r- 



C3 

00 

! 

"8 



O 
^SJ 



■8 

S3 

5 



* 
■S 

T3 

.s 

es 

i 



I 

-#— » 
to 



i 



S3 . 

o 

TO 

a> - 

&v 

fab 

O I 

.fl § ' 

S3 m 

4> « C> 

a £ w 

^ co o 

TO O 

^ 

b to-^ 

Jig 
■^12 



id S 2 

N 

is' 2 8 
F si 

S3p 

« to r- 
o «o 

B 

1 X - ^ 

U TO 

cs 6 

53 o 

^2 
w SB 



1. 

a w 
3 ^ 



00 



•8 .s 



o 

8 

S3 

8 

C 

s 



TO 

"to 

£ ■ 

00 

w -2 

g °= 

P 



12 



TO 

0Q 



■ 3 -a S 

° '38 2 

s o S 

| 52 T 

00 >^ 
•3 C3 

o ■a I 

O W CN 



o 

TO 

o 



<d v3 a 



• S3 

8 
8 



8 M 



a y s e 




1 

CO 



I 



8 



'■a! 



_ CO 

S | 



e - 

- 3 
.2 '§ 

O TO 

2 3 
ob 
cs 

-I 

^2 TO 

|2 

■« "3 Si 

sis, 



> 



oo 
o 

o 



o 

SO 

3 



> 



> 



> 



s 

Oh 



CM 
CN 



OO 
OO 



■a 



TO 

s 



PQ 
o 

TO - 



BASF Aktiengesellsctiaf t 



992804 (j %ii O.Z )V t>05 



65 




BASF Aktiengesellschaf t 



992804 , ,,p.Z,, 0Q50/5Q,674, 



66 




BASF Aktiengesellschaf t 



992804 



, ,„O.Z„, 0 0,5 0/5Q 67,4 DE 



( 



67 



6 



6 



4 

o 

-G 

I 

-a 
o 



3W ^1 
5 — « 

r— 

~ is 



*"1 



a 



2 * 

1 & 



P 



c 

'5 

s 



OX) * 



z <u 

bl) 

8 

C3 

a 

s § 
5b 

PS 

3 

8 



o 



■s 
Si 



a 



b£> 



,1 

it 

53 co 



I 

< 
o 

f 



% 

to to 

«§ % 

lo o 



o 

CO 

8 

CO 



O 



•53 

2 

| 

53 • 

to 

1 

bj> 



S 

s 



CO 
VO 
CO 



I 

-3 

in u 

2 IS 
a * * 

cs p 

"8 g. 

3 I 

It 
If 

8 j 



-2 



5 
5. 
S 
o 

P | : 
13 B 

* S' 

*4 -"8 



i g 
I si 



Us 



a> 



yz; bb'iS 



oo 



a 

si -2 

3 CO 

b e 

8 

(LI u 

I? 

s| 

bO O 

Sis 

al2 



& 



2 3 



o 
a 

43 

o 



a a 
< 6* j 



o 

I 



CN 

o 
oo 



'5 ? 8 o 
bO to 5 

« <d .5 £ 

co *0 co 

2 *^ ^ . - 

lia| 

5 s « * 



S J 8 

- ^ J b 

C Q 

5.2 3J2 

l3 73 S O 



PQ S : 



> "ob ^ 



Is 



o 



C3 
O 



TO -3 



£ to 

S co 

2 

S.S 2 
§ r 3 . « 

|11 

w « ro 

■a s ^ 



■53 « 

8 I 



"55 55 ^ o 

e.gf a 

^ ao -d 



a. o *a 
x 00 - 



CO 



CO 



CO 



O ^ 

CJ o 
9 <^ 

CU CM 

13 



£3 



5b, 

B 



y S 



« s ^ 

(4-1 S3 

0 "5b 

CO 

rj 
"cS o 

s g 

■a -se 



S 9- 



CO 
CO 

P*"u 

9 

o c 



O 

S3 3 

.a § 

0 , 
S3 ' 

« 1 

-it 

1 I 

i 2 



•8 



•a 

CO 

O 

f 

'i 

CO 

O 

I 



>< 



^3 



0 



CO 
CN 

On 
CO 

X 



BASF Aktiengesellscliaf t 



992804 O.Z. 0050/50674 DE 



68 



i.i 

So g 



S3 O ^ 

C3 



B- 



I 



8 I 
|| 

Hi 

CO 

■8 

cu 

I 

© of S 
5 rS 2 

^ & w 

5 - ON 
Tj S On 



•2 

8 
0 



5P 



B 

o ^ 

CO 

^ < 

CO 

s § 

STB 

00 zs 

•3 3 



S 



w 5. 3 - 



BE 

t3 o 
■S 22 



13 

• » 

00 
» 

•a 
a 

cz 



5 



3 

i 

CO 

* 

Cs 
CU — ' 

© 2 



CO 

"5 



2 cu 

<u . CO 

il 

CO 

5b c 



o 
O 



§ o4 

ST 22 

CO 

Q a 

SO 



T3 

& 

il ^ 

S3 
O 

■s 

s 

§ 



< 
gp 

CO 



o 



E3 3 e 
5-B & 



O 

a 

CJ 

o> 
g 

cu 

CO 
C3 

CO 

•I 

8 



15e 

_: --3 -5 w 
3 

•a ^ 



3 



i 



►If 



a 
& Co 



9- I 



C3 ^ 



c« 

f 



o 
o 

CO 



. co 7g ^ 
^ o U "S ^5 

Ip 

co cu ^ 



g 5 
o 
o 



•8 



•9 S -9 | a 
3 <§ sS s .a 



to 

I 

PQ 



1 

CO 



7 *> 
Si 



s 



CO CO O 



2 cj 



1) s 

e — 



a 



I 

a5 3 to 



& a 

CO 



8 n o a 



c 6 



•g 



•55 S 



CO >M 



CO 

CO 

a 



CO 

-a 
I 

CO 
CO 

a 

'€ 

ca 

a. 

CO 



#1 



8.3 

2 2 
.£ 53 

^ CO 



5^- r 



a a 



b 



CO vj 



a> 

C3 



i .3 



03 



II 
ill 



2 <>T 



if. 



ca . ^ 

»£S co 

u o 

CO CO 



&0 



X 



o 



o 
X 



s 

to 
X 



X 



BASF Aktiengesellschiaf t 



9928,04,* \; O I Z 0050750674 DE 



69 




BASF Aktiengesellschaft 



70 



,0\,Z> ' *0 0 50'/ 5 t>67 4 DE 



s 



J3 >* 



3 

•a 

53 , 

vs .2 as 

~ - 4 

c*1 



s 

3 O O 
? -8 3 



- M 



2 2 
o <2 

f 8 

§ g> 
'£ .2 

u ° 

S£ 

<t> X 
^ I L 

_ 



■73 

I 

U 

o 



»2 

13 



c «! 

CU 

- H 
c 



9 3 
8 » 



i5 2 0 

° <s K 

*:= .2 c 

~ ~i % 

§ sp s 
111 

BO S O 

-2 S = 

|i 

•» g- - 

■a » 

.# 1 * 

38^ 



3 

oo 

CCJ 

I 



S3 



o 



oo 
c 

■ 

W 



2 p 
2 ^ 



S3 o 
w u 

1 § 

y 8* 

OTJ 

5 & 



3 w 



2 s 



r.s 



1*5 



oo 

~ c ^ 

Is 

00 

2 — * 
8 J 

§ a s 

o ^ 



C3 



2 

0) 

S 

CO 

•5 
o 



a s " 

o 



.52 C 

I © 
o S w 

lis 

^ g 

£ 8 .2 
« s • a? 
< * .a 

_ * r - 



OO 



C3 



9 X 



1 

^5 



CO o 



s 



^ '2 



o 8 



3 
C 

oc 53 - 



3 § 



8 
| 



C3 



o 



fa oo 

I 



s 



<c o p £^ 



03 

2 

o 

CO 

5 



NO 



C3 

■s 



o 

'•§ 
II 

(4-1 

o 
Q W 

CO 

■•a I 

<=> a < 

O 1 

o 



2 -a 



0> 



5>S - 
s a 



<5 

oo 



£3 

■i 

i 



a 



2 
"S 



O 

S3 .ts 
oo g 

CO 



X3 



2 o 



FI2 



I 

.13 



s 



3 

C3 

"a3 
9 

o 



2 

1 



I 

8" 

P 

5Q73 

a 



i3 



S P 



< 
s 



C3 



« 5 : 

O c 

>: 8 ^ 



a 

>>,2 
^ p 

2 ^ 

" S In 

5 .2 o 

>v 2 CM 

^ 3 

CD t 

IIS 

C3 ^ 

S r — 



a 

o 

oo 

■8" 

o 



oo 



CO 

§ 

! 

t 



5 



1 



1 



< 

a; 

9 

v© 



l° 3 

'to "Sb 
< CJ 
"oo "5b 



v© 



a. 



1 



60 



o 
to 

X 



r- 
oo 



o 
r- 



oo 

CO 

r- 
r- 
X 



s 

r- 
X 



VO 

o 
oo 

X 



oo 
X 



oo 
X 



VO 

o 
oo 
X 



OO 

«N 
OO 

X 



BASF Aktiengesellschaft 992B04. dl Z . * ?05:6/^p6J74 DE 



71 



o 



< 

.3 
8 I. 

CO O 
«3 00 

^ 2 
a b 

2 _ 

g}-a Co 

id ^ 

>> i5 <N 

lis 

Ms 

« 8 £ 
•St! 

CO to ^ 



2 § 



Tg Co 

t/3 On 
03 CN 

OO 

re £4 

CD ^ 



6^- 

8 fe 

■3 

i 

£^ 
re ^ 

re 

o s „ 

g 8 

53 

•C CO 

L- s 

"re W> 



"re CO 

— G 
Ph O 



D--S3 

■8 "5 
"S'S 



re 

Bffi 
111 

o 5 ^ 

O 3 O ^ 

2 .9 
§ gig 

. 2 w 

re "5b "3 S 

* 1 155 



« 6 ^ 

ills 

ills 



S 8 

ex da 



o re 



W 5 Q, 



.s 




(30 

I . 

S| : 

31 

re § 

"3b S~r 
a 

3 § 

5 

CO 

■6 § 
S £ 

eg -S 

8 

CO 

• ^ ^ 
"55 re ~> 

S 3 



I 6 

° -S 

g.e 

3 .o 

re ^ 

i r 

ob Ji-r 
3 



II 

S £ 

g i 

-ir co 

O re 

£ -S3 2 

• ^ On 
"re «J ° 

IS i£ 



re 
g 
O 

CO 

1 

CO 

o 



I 
I 

:re 



3 

.1 

re 

s 

2 

re 



E 



1 



o 

I 

o 
o 

2 

Oh 



a? 

3 

re 

I 

a 



< 
2 



i 

CO 
v© 



Cu 

■3 



a 



\ 

c 

re 







fS 




On 








OO 


OO 


X 


X 



OO 

X 



s 



OO 

s 

as 
X 



BASF Aktiengesellschaft 992fiO'A ' " I ,OV2»r JD05b>56^74 DE 



, > > * *► "> *» » » 



72 



I 

to 



00 

s 

S -2 
1 2 

i r 

00 C-T 



5 

CO 

C 



P I! 
s a 

g s 

w CO 

Q ^ 
C 



ON 

- 3 <N 

£ 52 





-Nr. 








ob 


1 


1 




c 


Zu 



s 6 

S £ 
3 1 

03 § 
St 

oo Lr 



s 
■e 



g 



(3 s 

S <£ 
_ 3 

«5 CO 

1=1 

0u S3 ■— i 



g 

a. 
i 

o 
o 

£ 



CN 

in 

8 

CN 

X 



-a 

o g 

I? 

oo Lr 

i'l 
5 ^ 

1 1 

■8 3 

II 

19 ■ 
1.58 

«|3 



00 

S 

J & 

0 o 

1 i 

"ob u-T 

II 

G to 
o S 

S 5 

a> lo 
^ C 

ai 

3 £ 

«« 

5 



0> 

c 

5b 



o 

H 

1 



O 

NO 

s 

CN 

x 



& .5 

sis 

5 § $ 



Ph 
S 

oh 

© 
o 

I 

Oh 



o 

ON 

X 



§ s 

i? 

00 u-T 

i'° 

3 g 

5 to 

o g 



■s 



if 

~~ o 



5 a 



w CO 

. >^Os 
o 



ST 

8 a 
1" 



c 
c 

DO 

eg 



o 

H 

I 



m 
o 

OS 

X 



g 



S 



« "q 

§ l 

&0 C-T 

|'| 

5 &o 

CO 

3 6 

W CO 

M 

a 

g s 

w CO 

5 *T3 ' — > 

Sag 

du -22 ^ 
=^ to w 

ON 

^ w O 



5 i § 



G 
g 

5b 

o 
o 
c 

S 

Ph 



O 

ON 

X 



&0 
c 

a o 
g «o 

0 g 
S .§ 

1 r 

00 C-T 

§1 



CJ CO 

S .2 
g S 

^2 CO 

0u .22 2 
co w 

• ^ ON 

"c3 « ° 

t3 « ^ 

0m 



Ph 



oo 



o 
o 
S 

e 

Oh 



m 
o 

ON 

X 



oo 
S 

o o 

1? 

00 C-T 

c *^ 
£2 O 

3 fi 



0i co 



c3 s 
6 8 



CO 

S 1 » 

• ^ CN 

^ a c 



& 



o 

a 



to 

NO 

s 

ON 

X 



S 



5 Q . 
° -S 

a -2 

g . 
o g 

00 t*-T 

§ s 

3 to 

CO 

8 

CO 

II 

g S 

■ CO 
. _>»ON 



Ph 
Ph 

I 



O 

. o . 

•a 



s 

CN 
X 



OO 

s 

° -2 

S3 I§ 

1 g 
3 .2 

3 f 
"ob Z-T 

g. '5 



-R 53 

0) CO 



<y 03 



(2 S 2 



O 



g s 

W CO 
O --^ . 

3 a ^ 
o 3 on 

1 .2 c> 

. On 

^ C3 «-J* 

z Is 



s 

I 



2 
o 

S3 

2 

Ph 



CN 
X 



ON 

o 

Ph 

1 

ob 

■i 

o 
o 

S3 

I 



OO 
NO 

O 

ON 

X 



BASF Aktiengesellschaf t 992804, • ; • OIZV' 0050/54&4- DE 



73 




BASF Aktiengesellscbaft 



992904 ". .O\,z:'^)05t)V5tf674 DE 

, , , , ^ > > .1 i -» I ■>-» ■» 



74 



> i 



i 



g 

s 
13 



§ 
S£ 

» T 

C/3 O 

Sa- 
il 

o a 
►3 S 



8 52 



S 
o 



C3 o 



, toO 

"5 



3 I 
s 



C3 



a g 

0 — 

_ 3 

3 5 

CO 2 

5 s s 

Is 

M p^ 

1 S 4) 
CO j* 

o w> w 



I 

c/5 

03 

8 

t- 

■s 
•a 

B 

O W 
f-> co 



i 

a 

o 

.a- 



g -2 
5 

a « 

Du 

2 S 

OO 

G £ 

5 & 

_g & 



3> 



oo"w 

13 

g 



o g 

.3*5 



it 



a 

c 
s 

'3 

M 

CD 

s 



p 8 



%5 



<3 = 2 

^ > — 

o "2 — 1 

60 | co 

a. £ 2 
B -2 ^ 

« oo 
■goo 
c — * 

o .o _j 

2 .H -5 

2 S £ 

■a .5 
53 'p=3 "g 



C3 >\ 

« o 

§* 

G O 

2 "3 

cfc > 

CO O 

© -2 

■fi- 6 



g 

> §^ 

2 o.S 

= c s — 
— ; o 

dig 

■S §2 

i S3 ^ 

J I -2 
i 'H 

5^ — O 
B ^ 



Q 

> ■ 

is 



3 

OO 

o 



0 

S 

& 
S 

•a 

on 
G 

S 

.3 

I 

c 

5S . 

•a 

5 



3 



On 
O 



G 

3 /— s 
o 

G C* 



I 



H ON 
OS 

5 to 

A * * 

5? ^ 



s 1 



£ 2 

o > 
S o 



G — 

^[3 g 

00 



o 

€ 

3 



ON 

o 



o 

» a 

i a 



C3 

8 

00 

I 

•s 

C3 

G 

~>> 

I- 

o. 

o 



■S rf 2 

S S : 
— "o .S dlT 

oo w q *S 

si 12 . 
2 a.a-g 

° 2 P 
3 IS 



<3 B 



3 

toO 

<u 

Cu 
O 

'6 

o 

03 



CO 



oo 

oo 55 o 

.S 
o 



lo 



e-gg 



Gh 



o 

- -Is 



CO 
G 



oo 
W>oo 

< ^ 

oo ^ 

1-5 

oo^ 

§ 2 
5 .a 

&^ 

O „ 

O eg 

G OJ ^ 

■i & 

oo i> 

r .a 
— • s 



id S 

^ N >, — • toO 

si'"- 



p- 
I 



io 



■s 



c 



a 



ro 



G 

2 <N 

ii 
ii 

•5- OO 
03 

f 

o 

2 S 

S § 
•I § 

C3 

OJ o 

. G 

00 = 

^ 03 

3 oo 

o « 

si 



i s 

« 2 — r 

O c o 

o C > 

""t G <5J 

f« n "5- 



S2 C 



a s ^ 
a -2 ^ 



if .s 

oo « 
S g 

■G 00 



CD 

8 

too 
< 



5 



toO 

C3 



So 

I 

.3 



■a 

Gh 



CQ .2 



G 
O 



S 



8 < g 



< 

CO 



=3 ^ CN 

O ^ 

G I 

O OO VO 

a e?p 

0> C3 | 

= % ^> 
G O to 

O rS 



8 

•2 



p =3 
% ^ 

S a 

-G <D 

oo 

^5 



T 



8 



>\ ca 

5b G 



GO 
00 



o 



BASF Aktiengesellscliaft 



992804 



>O\.z: > -005t)V56'674 DE 



75 




BASF Aktiengesellscliaft 9928(74' ;i ,0\ ; Z T : 005tf/5t>'674 DE 

76 



05 



u 




CO 




XI 




-H 




> 








u 




CO 








CJ 










C 




<D 




Ui 


-H 


C/> 




CO 


(1) 


i-H 


4-) 




U 


a 




0) 


■8 


N 








<D 


& 


W 


, u 


k a 


o 




o 




TO 






BASF Aktiengesellsckaft 



77 



DSMZ 
























































NCTC 
























































CBS 














































r- 


r-; 
r-^ 








NCIMB 












































09111 1 












CECT 












0 

r- 


r- 


r- 
p- 








































NRRL 

B11477 
B 11478 


5 
























B 11470 


5 




























FERM 
























































ATCC 

11 in 


HI 


15527 


21004 


21089 1 


21914 | 








21798 


CN 

r— 
cs 


0 
0 
00 


21801 






VO 
00 
O 

CN 


0 

CN 
TI- 
CS 


00 
0 


31269 


9174 


CN 
m 
0\ 


8377 








14604 


21860 


21864 


Art 

flavuin 
flavuin 


navum j 
flavuin 


healii 


p 

1 

1 

0 


S 

c 

1 


ketosoreductuin 


lactofermentum 


lactofennentum 


lactofennentum 


e 

| 

0 
iS 


lactofennentum 


lactofennentum 


lactofennentum 


lactofennentum 


lactofennentum 


lactofennentum 


lactofennentum 


lactofennentum 


lactofennentum 


linens 


linens 


linens 


paraffinolyticum 


spec. 


y 

s 


spec. 


& 


spec. 


Gattung 
Brevibactenuin 
Brevibacterium 


Brevibactenuin 
Brevibacterium 


Brevibacterium 


Brevibacterium 


Brevibacterium 


Brevibacteriuin 


Brevibacterium 


Brevibacterium ; 


Brevibactenuin I 


Brevibacterium 


Brevibactenmn 


Brevibacterimn 


Brevibacterimn 


Brevibacterium 


Brevibactenmn 


Brevibacterium 


Brevibactenmn 


Brevibactenmn 


Brevibacteriuin 


Brevibacterimn 


Brevibacterimn 


Brevibacterium 


Brevibacterimn 


Brevibacterium 


Brevibacterium 


Brevibacteriuin 


Brevibacteriuin 


§ 

"6 

eo 
E 



BASF AJctiengesellschaft 9928>0f"> ? , 0,^v ,005 , 0/5t>674 DE 



■» ^ ■» > * ♦ ;> * *. > • 



78 



DSMZ | 






























































NCTC 
























2399 






































CBS 






























































NCIMB 






























































CECT 






























































NRRL 












B 11473 


B 11475 








B3671 








































FERM 






























































ATCC 


vn 

VO 

oo 


21866 


19240 


21476 


13870 






15806 


21491 


31270 




6872 


vr> 


21496 


14067 


39137 


21254 


CN 
CN 


o 

OO 
CO 


13032 


14305 


15455 


13058 


13059 


13060 


21492 


21513 


21526 


21543 


13287 


Art 


spec. 


spec. 


spec. 


acetoacidophilum 


acetoacidophilum 


acetoglutamicum 1 


acetoglutamicum 


acetoglutamicum 


acetoglutamicum 


acetoglutamicum 


acetophiluin 


ammomagenes 


ammomagenes 


fujiokense 


glutamicum 


glutamicum 


glutamicuin 


glutamicum 


glutamicum 


glutamicuin 


glutamicum 


glutamicum 


glutamicum 


glutamicuin 


glutamicum 


glutamicum 


glutamicuin 


glutainicuin 


glutamicum 


glutamicum 


Gattung 


Brevibactenum 


Brevibactenum 


1 Brevibactenum 


Corynebactenum 


1 Corynebactenum 1 


1 Corynebactenum 1 


Corynebactenum 


Corynebactaium 


1 Corynebactaium 


Corynebactenum . 


Corynebactaium 


1 Corynebactaium 


1 Corynebactaium 


1 Corynebactaium 


Corynebactaium 


Corynebactaium 


1 Corynebactaium 


Corynebactaium 


| Coiynebactenuin 


| Corynebactaium 


1 Corynebactaium 


| Corynebactaium 


| Corynebactaium 


| Corynebactaium 


1 Corynebactaium 


1 
<o 

•s 

a 


S 

3 

'6 

O 
cc 

•s 

& 

a 


| Corynebactaium 


| Corynebactenum 


Corynebactenum 



BASF Aktiengesellscbaft 9929:04 " ; ,0?«z:* ,005t?/5 > *«74 DE 



79 




BASF Aktiengesellschaft 992£84*"; ,0,^V ,0050/5'0674 DE 

, , i > ■> ■» > » ■> » » •> - » * 

80 




BASF Aktiengesellschaft 



81 



SI 












to 


























- 






















p 












CN 








u 




















H 




















U 




















z 








































« 




















u 




















1MB 




























































H 




















U 








































u 




















NRRL 




















ERM 








































u 


oo 


CN 


o 


o 


o 




r— 


CN 


CO 




oo 


OO 


CN 


ON 


On 


to 




NO 


NO 


u 


o 


O 


o 


o 


o 




oo 


OO 


OO 








i— H 






lO 








S3 


ro 


m 


rr> 


m 


m 




cn 


CN 


CN 






















< 






















8 






8 


8 


B 












Cu 


cu 


CU 




8- 


cu 


cu 


CU 






(A 


CO 


CO 


CO 




CO 


CO 


CO 




s 


s 




g 


g 


e 


S 


5 


C 












3 








3 


S 




"S 


l 


"5 


en 


:s 


:eri 


'eri 


'6 










o 


o 


t3 


o 


o 


o 






CO 


CO 


C3 




CO 


eo 


ca 


co 


Gat 


•8 
& 


■8 
& 


■8 
& 


•8 
& 


■8 


■8 


■8 
e 


•8 
6 


•8 
& 




3 


a 


5 


6 


a 


a 


Con 


Cor} 


a 



CD & 
U U 



• • CP ••' 

O S J Eh g -UN 



o 
>h 

-U 
(7) CD 



e 

to 



u 



ed 

<d 

O 
O 



5h 
U 
•i— l 

6 
o 



5-1 
O 

a 
o 



CO 4-> 

cu u 

2 rH 

4-3 i — I 

rH O 

2 <-> 

U 

(1) 

MH *H 

O 3 

4-» 
CO rH 

o u 

•H 

4J U 

o o 

0) 4-4 
rH 

rH a 
O O 
O "H 
4-> 

4H 03 
O U 
CD 

O HH 
4-> 

U 

<D rH 
M V4 
•H O 
& 









rH 












o 


rH 






Uf 










< 




m 












ON 




<D 


rH 




9 










CO 






4-J 




rH 


w 






(d 


cd 


<D 


4-> 


4-) 


>1 




CD 
















(d 


EC, 


f0 


CO 




-H 




(d 




CO 


5H 


c 


g 






CO 


1 


4H 


-H 






§ 


Dl 








td 




CO 


-H 






Jh 


o 


CD 


CD 


o 




4-) 


u 


■s 


u 


o 


•H 


<d 


•H 


CO 


m 


e 



BASF Aktiengesellschaft 992804,,, ..O.?,. 00^0/^0674 DE 



RXN01703 translatiert von RXN01703 ( 3504 ) von'l bis 1113 

VAWPSNAKEKLFIHWHYWWQAHYLDCLVDAARRRTTKARRDRIRDTIRGISVRNVGKLTSNRYYDDKAWLALALGRAGKVRKV 
RTPKSLPSLEQNIVT)GIDSLTGVLPWRSGETFYNVPSNGPAAIMMARTDRLDEAMKITDWIFDNLIDGDGLVMDGLRMRMHGP 
ELVRSIHPYCQGVAIGACLEIALKLRERAGLTTTWDHWSDADKAEDSLKYFAHIHAWQAVSRKMTNFHGVIDW0TGDGDGG 
LFKGILVRYLADVAIRLPDDSPTNRETKKIAARLVLESAESVWNHRLEVDGLPVFATDWTTDARLPQNFGLSSSSLSDLVSW 

RVDERDLSVQLSGWMLMEAAAKVAEELENNGNSYTGRSR 
RXN01703 - 5' -Region 

GTTAGACAAATGGGTAAACAGAGCTGACCTAGCGGAATCCGCCATCAACGAAAGGCATTCCGCGAGGGTTTGGGGTGTGCCTC 
GAACAAATCTTGGGTTT 

RXN01703 - kodierende Region 

GTGGCATGGCCATCCAACGCCAAAGAAAAACTGTTTATCCACTGGCACTACTGGTGGCAAGCGCATTATCTAGACTGCCTGGT 
GGATGCTGCTCGTCGACGCACCACAAAGGCCCGTCGCGACCGCATCAGGGACACCATCCGCGGCATTTCGGTGCGCAATGTGG 
GCAAGCTGACCTCGAATCGTTATTACGACGACAAAGCTTGGCTGGCCCTTGCTCTTGGGCGTGCCGGAAAAGTGCGAAAGGTG 
CGCACACCAAAATCATTGCCCTCGTTGGAACAAAACATCGTCGATGGCATTGATTCCCTTACTGGTGTGCTGCCGTGGCGTTC 
CGGCGAAACCTTCTACAACGTTCCCTCCAACGGTCCTGCTGCGATCATGATGGCCCGCACCGACCGTTTGGACGAGGCTATGA 
AAATCACCGATTGGATTTTTGACAACCTGATCGATGGCGACGGCCTTGTGATGGACGGATTGCGCATGCGCATGCACGGACCT 

• rsAGCTTGTCCGTTCCATCCACCCGTATTGCCAAGGTGTCGCCATTGGTGCGTGTTTGGAAATTGCTCTCAAACTGCGTGAGCG 
•if#GCAGGCTTGACCACTACTGTGGTGGATCACTGGTCGGATGCCGATAAGGCAGAAGACTCCCTCAAATACTTTGCACACATCC 

ACGCTGTGGTTCAGGCTGTGTCGCGGAAGATGACCAACTTCCACGGCGTTATTGATTGGGACACCGGTGACGGCGACGGCGGT 
TTGTTCAAGGGCATTTTGGTCCGCTATTTAGCTGATGTGGCCATCCGCCTGCCTGACGATTCACCAACCAACCGGGAAACCAA 
AAAGATTGCAGCACGCCTGGTACTGGAATCGGCGGAAAGCGTATGGAACCACCGATTGGAAGTTGATGGCCTTCCGGTATTCG 
CCACAGACTGGACAACGGATGCACGCCTGCCACAAAACTTTGGTTTGAGTTCCTCTAGTTTGAGCGATCTGGTGAGTGTTGTG 

• CGCGTGGATGAACGTGATCTGTCCGTGCAATTGTCCGGTTGGATGCTCATGGAAGCAGCAGCGAAAGTGGCCGAAGAACTGGA 

AAACAACGGCAATAGTTACACCGGTCGCTCCCGA 

" RXN01703 - 3' -Region 
TAGCCCCGATAGTGTATGTGCTG 
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RXN01694 translatiert von RXN01694 ( 8929 ) von 1 bis 900 m „„„ T 
MOKITPNIWCQGTADEAAEFYVNAFSEFPGGAEVLTTVKYPEAGLLDFQEPFAGKTLTVELAISGFKIILINAGEEFTPNPSI 

SFMVNFDAVRDENAKEHLDAWEKLHEGGSTLMPVBTYPFSEYYGV^QDKYGVSWQLMLSRPEEKPGPAVIPTLLFGGAAQNQ 

AGPAQENYVEVFPNSQLGDP^PYGQQTGPATPEAI^FSQFQLDGQWIFAMDSGVEQDFTFSEGVSLMYEAHGQEELDAIWNAL 

SAVPEAEACGWLKDKFGVSWQIVPDNMEELMAKPGAYEKLLAMKKINIAEF 

CGACACCAATAATTTATTGGGTATCCACCAATTACCGCTGTGAGCACTGCAAATT 
TGTTCTATCGTGGCGGC _ , 

MPGCAAAAAATCACCCC^AACATCTGGTC 

TCCGGGTGGCGCAGAAGTACTCACCACAGTTAAGTATCCCGAAGCTGGCTTGCTGGACTTCCAGGAGCCTTTCGCAGGAAAAA 
CCTTGACGGTGGAACTCGCTATCTCAGGCTTTAAGATCATCTTGATCAATGCTGGTGAAGAGTTCACTCCCAACCCATCGATC 
AGCTTCATGGTGAATTTTGATGCGGTGCGTGATGAAAATGCCAAAGAGCACCTTGATGCGGTGTGGGAAAAACTCCATGAAGG 

cSgcagcacactgatgccagtcgatacttacccattttcggaatactacgggtgggtacaagacaaatatggtgtgagctc 
S?Satgctcagccgcccagaagaaaagccaggtccccx:agtaatcccaacgctcttatttggtgggg 
Saggcccagctcaagaaaactacgttgaggtgttcccgaactcccaacttggtgatcgtgcacctta 
.KotSccactcctgaggccctcatgttttcccagttccaactcgacggtcagtggattttcgcgatggat 

^kNKa?ttcaccttcagtgagggtgtctcattgatgtatgaagctcatggtca^ 

" tcggcagttccagaagctgaggcttgtggttggttgaaggacaagttcggcg 

ggagctcatggctaaacccggcgcgtatgaaaagcttcttgcgatgaagaagatcaatatcgcggagttc 

RXN01694 - 3" -Region 
TAGCAGTTCTAAGCGCTCCACGC 



( 

c 
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RXN01634 translatiert von RXN01634 ( 2339 ) von 1 bis 552 

MAVGQETDLLNAMETLAGVPSDLWTEILPDTTSYDNFEFFEVHNTGSAPVTIGEGEYTFAYSFDDSADTSRDKALDLGGEVT 
VDAGETIVVWIEYSSSTVTDTAAFSEQDFRDFYGMDSSARIFRATG 

FALPKVGEQASIASAHQN . 
RXN01634 - 5* -Region 

ATTGGATCTAGGAAAAATTATGAACATCTCAAAGCTCGGACTGAGGATCGCGGTCACAGCAACGGCGACCACAACGGCGCTTG 
CCCTCGGTGGCACGCAC 

RXN01634 - kodierende Region 

ATGGCAGTTGGTCAAGAAACTGATCTGCTCAACGCTATGGAAACACTCGCTGGGGTTCCCTCAGACTTGGTGGTCACTGAAAT 
CCTCCCCGATACCACCAGCTATGACAATTTTGAATTCTTTGAAGTTCACAACACCGGCAGTGCACCCGTGACCATTGGGGAAG 
GGGAGTACACCTTCGCCTATTCCTTTGACGATTCCGCCGATACGTCCCGCGACAAGGCACTGGATCTTGGCGGGGAAGTCACG 
GTAGATGCAGGCGAAACCATTGTGGTGTGGATTGAGTACTCCAGTTCAACTGTTGATACCGCTGCGTTTAGTGAGCAAGACTT 
CCGTGATTTCTACGGCATGGATTCCTCAGCCCGCATCTTCCGAGCAACTGGCCAGGCGGGTCTCGCTAACGGTGGTGATCGTG 
GCATCCGAGTTCTGTACAATGGTGAAGTTTCTGGTTGGTCCCACTACCCATCAGATAGCGCAGCGGTTCAAAAGGGAATTGAC 
TTCGCGCTGCCAAAAGTAGGGGAGCAGGCCAGCATTGCAAGTGCGCACCAAAAC 



RX1 



.XN01634 - 3 1 -Region 
IATCCAACTCCAGGATCAATTA 
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RXN01592 translatiert von RXN01592 ( 5848 ) von 1 bis 1302 

MADNFDRSRDNDRSSDRTPRGDRGDRGGYRNSRGNDDRGNYRQNRDGESRDRGGYLGDRRDNRSGEYRQRDDRRDDRRDNRSD. 

DRRGGYRSDRNFDDRNSNMRDDRRGGDRSYSRNDRSDRGYRSNDRYDRNDRRDDNRDTRGGDRGDRRYDRRDDRRDDRRDDRR 

GGQGQGRPGGDRRHANRAGAGRDQQRDSLHPQRAGFREERLNTRLNEPDLPGDIDIKDLDPLVLQDLKVLSKDNADAVAKHMI 

MAATWLADDPQLALRHARAAKDRAGRVSWRETNGIAAYHAGEWKEALSELRAARRMSGGPGLIAVMADCERGLGRPEKAIEL 

AREEDLSSLDQDNLIELAIWAGARHDLGQHDSAIVELQKVNPSLKSTGFTHSRLSYAYADALVLAGRGDEAREWFQHAATLD 

EDGYLDAEERIEQLDNGNN 
RXN01592 - 5' -Region 

GATTCAATGGTAGAGGTATTTCATTTCCTCCCATTGGATCACACTCTTTTTGTCGTTCTATAATAAAGTCTTTACCCGGTTCT 
CAACATCAAGGAACAAG • 

RXN01592 - kodierende Region 

ATGGCTGATAACTTCGACCGCTCTCGTGACAACGATCGCTCAAGCGACCGCACTCCTCGTGGAGACCGCGGCGATCGCGGTGG 
CTACCGAAACTCCCGCGGCAACGATGACCGCGGAAACTACCGTCAAAACCGAGATGGTGAATCACGAGATCGCGGCGGATACC 
TCGGTGACCGTCGCGACAACCGCTCAGGTGAATATCGTCAACGTGACGATAGGCGTGACGATCGTAGGGACAACCGAAGCGAT 
GACCGCCGCGGTGGTTACCGCTCCGATCGCAACTTTGACGATCGCAACAGCAACATGCGTGATGATCGTCGCGGCGGCGACCG 
TTCATACAGCCGTAATGATCGCTCCGATCGfGGCTATCGTAGCAATGACCGCTACGACCGTAATGATCGTCGCGATGACAACA 
^GGGACACCAGGGGTGGCGATCGCGGAGACCGTCGCTACGACAGGCGCGATGACCGACGTGATGATGGTCGCGATGATCGTCGT 
^'I^JBqCqqACAGGGCCAGGGGCGTCCAGGTGGAGATCGTCGACATGCGAACCGTGCAGGTGCAGGTCGCGATCAGCAGCGTGATTC 
GCTGCATCCACAGCGCGCTGGTTTCCGTGAAGAGCGCTTGAACACTCGTCTCAATGAGCCTGATTTGCCGGGCGATATTGATA 

tcaaggacttggatcctttggtcctgcaggatttgaaggttttgtctaaggacaacgcagatgccgtcgcaaagcatatgatc 
atggctgcgacctggctggccgacgatcctcaattggcactgcgccacgcccgtgctgcgaaggatcgcgcgggacgcgtgtc 
cgtcgtgcgtgagacgaacggcattgctgcttaccatgctggtgagtggaaggaagctctttcggagcttcgtgctgcgcgcc 
gcatgtcgggtggtcctggtttgattgctgtgatggctgactgtgagcgtggcttgggtcgtcctgagaaggcgattgagctg 
gctcgagaagaggatttgagctctttggatcaggataagctgatcgagttagcgattgttgttgctggagcacgccatgattt 
gggtcagcatgactctgcgattgtggaattgcagaaggttaatccaagcttgaagagcaccggtttcacccattctcgtttgt 
cttacgcttacgccgatgcgcttgttttggctggtcgtggcgatgaagcacgtgagtggttccagcacgctgccaccttggat 
gaggacggctacctcgatgcagaggagcgtatcgagcagctcgataatgggaacaac 

RXN01592 - 3 * -Region 
TAGACTATTGGTCTAGAGTGTAA 



BASF Aktiengesellschaft 992804 ,,0.fc. 00.^0/^0674 DE » 



RXN01574 translatiert von RXN01574 ( 7504 ) von 1 bis 1035 
MSNKRIGVVIVSYGHEQDVANLVT>TFADQLKT 

DVT5LLFFLNPDWIDDPTLFNSLRRVTDEQWAAFMPYLLLPDSTINSAGNALHISGLSWVTGLDEKPVEGSSEVTDISIASGAC 
LAVRV1)WWKRLGGMEELYFMYHEDTDFSARLLLAGGRIGLLHSAYVTHHYDYAKGDYKWIYIERNRHVLLLSVLPLPLLFVLI 
PQILGVNLGLWAIAAKEKRVGLKVKSLRLLIRDLPAIFKLRRSTQELAELTPSQYLAKMEWRLDNPNLGNIGSNKIVATGYKT 

Y YKLCMS I LKLLA 
RXN01574 - 5» -Region 

AAAAATCCGCACACCCCACATTGCTCAAAGGAATTGACAAGGCGCTTCGCAAGGCCGAGTAAGGTGGGCAACGAGTCGGTGAG 
AGTATGAGGAATATTTG ' 

RXN01574 - kodierende Region 

ATGAGCAACAAACGCATCGGTGTAGTGATCGTTTCCTACGGACACGAACAAGATGTTGCCAACCTGGTAGACACATTTGCAGA 
TCAGCTGAAAACTGGTGACCGCGTAGTTGTCGTGGACAACCGCAAACCTTGGGTGTTAAAAGACGCCGTGGGGGAGCGCCTGG 
AAAAACACGGCGCAGAGATCATCAACCACGACAACGGTGGTTTCGCCGCTGGCTGCAACGTGGGCGCAGCGCACATCGTGGAT 
GACGTTGACCTGCTGTTCTTCCTCAACCCCGACACAGTGATCGACGATCCCACCCTGTTCAATTCGCTGAGACGCGTCGATGA 
ACAGTdGGCAGCATTCATGCCGTACCTGCTGCTTCCTGACAGCACCATTAACTCCGCAGGCAACGCCCTGCATATTTCCGGAC 
TGTCGTGGGTGACTGGTCTGGATGAAAAACCAGTTGAAGGCTCATCTGAAGTTACCGATATTTCCATTGCCTCTGGCGCCTGC 
.C.TTGCCGTGCGCGTGGACTGGTGGAAACGCCTCGGTGGCATGGAAGAACTGTATTTCATGTACCACGAAGACACTGACTTCTC 
' ^ yjfccCCGCTTGCTGCTGGCCGGCGGTCGAATTGGTCTCCTGCATTCCGCGTATGTCACCCACCATTACGACTACGCCAAGGGTG 
■ ACTACAAGTGGATTTACATCGAACGAAACCGACACGTTTTGCTGCTCAGCGTGCTGCCGCTTCCATTGCTGTTCGTGCTGATC 
CCGCAGATCCTCGGTGTGAACCTGGGACTGTGGGCGATTGCCGCAAAGGT^AAAGAGGGTCGGACTCAAGGTGAAGTCCCTTCG 
CCTCCTGATCCGCGATCTACCAGCGATTTTCAAACTGCGTAGGAGCACGCAGGAGCTTGCCGAACTCACACCATCGCAATATC 
TGGCAAAAATGGAATGGCGCCTAGACAATCCCAACCTAGGCAACATTGGATCCAACAAGATTGTTGCGACTGGATATAAGACC 
TATTACAAGTTGTGTATGAGTATCCTGAAATTGCTCGCT 

RXN01574 - 3» -Region 
TAACACCCCATAAAGAGGGTGAA , 



BASF Aktiengesellsciiaft 



992804 



O.Z. 0050/50674 DE 



RXN01492. translatiert von RXN01492 { 9162 ) von 1 bis 804 

VTTTLWAVSDLHAAVKANADPIENIQPKDPSDWLIVAGDVAERTELVLEIL^RLRRRFAKVIWVPGNHELFSRSADRYQGRDK 
YSELVEGCRKIDVLTPEDPYLTFGGVTIVPLFTLYDYSFRRPGFTVEQAVQAARDRQVMMTDEFSIAPFVT)IRAWCWDRLAYS 
IKRLSKINGPTILINHWPLWEPTYQMRWQELALWCGTRHTRGWAERYNAEAVIYGHLHMPGITNVNGVKHIEVSLGYPREWE 
HW S GQHVW P Y P VME VDNAG 

RXN01492 - 5 '-Region 

TGAAGTGGGCGCGTTAGCTTCGGCGCGTGGCAAACCACATTTGCTGGACTGCAGGCATAATGGACAAAGACTTTTAGCAACAA 
CTATGTGGAGGTGACAG 

RXN01492 - kodierende Region 

GTGACCACAACTCTGTGGGCGGTTTCTGACCTCCATGCAGCGGTGAAAGCTAACGCTGATCCAATTGAGAATATTCAGCCTAA 
GGATCCGTCTGACTGGTTGATTGTTGCAGGTGACGTGGCGGAACGTACCGAATTGGTGGTGGAAATTTTGGCACGTTTGCGCA 
GGCGCTTTGCCAAGGTGATCTGGGTTCCGGGTAACCATGAGTTGTTTTCTCGCTCCGCGGACCGCTATCAGGGGCGCGATAAG 
TACTCTGAACTCGTTGAAGGCTGCCGCAAGATTGATGTGTTGACTCCGGAGGACCCTTACTTAACCTTTGGTGGGGTTACTAT 
CGTTCCGTTGTTTACACTCTATGACTACTCGTTCCGTCGACCTGGTTTCACCGTGGAGCAGGCTGTGCAAGCGGCGCGGGATC 
GTCAAGTGATGATGACTGATGAGTTTTCTATTGCGCCTTTTGTTGATATCCGAGCGTGGTGCTGGGATCGCTTAGCCTATTCC 
ATTAAGCGTTTGAGCAAGATCAACGGGCCAACAATTTTGATTAACCACTGGCCGCTGGTGGTGGAACCGACTTATCAGATGCG 
■X.CTGGCAGGAACTTGCATTGTGGTGCGGTACTCGCCACACCAGGGGATGGGCCGAACGCTACAACGCGGAAGCCGTTATTTACG 

-^IKCATCTGCATATGCCCGGAAT^ 

CATTGGTCTGGGCAGCATGTGTGGCCATATCCAGTGATGGAGGTGGACAATGCTGGA 



RXN014 92 - 3 • -Region 
TGAGTCTTTGTTTCCAAATTCGG 



BASF Aktiengesellschaft 992804 0050/50674 DE 



Tt "I "» 



RXN01485 translatiert von RXN01485 ( 9216 ) von 1 bis 2052 . 
MNFSLVHLRENVRRVSVTVAIGAGALLISGPFFTAHT^ 

QKVIFVVFLSSFDGVDPETWTQQALQANGGGNVLIYALAPEERQYGIQGGTQWTDAELDAANNAAFQALSQEDWAGSALAIiAE 
SVGSSSSSSSGSSSSSDFSGAWLAAAGVGTVAAGGGIWAYSRSRKKKTSAATLEDAREIDPRDTNRLMQLPMETLEHLAQEEL 
TSTDDSIRRGKEELAIATSEFGPERTRSFNRAMNHSTGTLQKAFEIQQRLNDSIPESEAERQSMLVEIISSCGQADDALDAEA 
QNFADMRNLLINAGSKLDALTQKSVDLRTRLPKAQETLAGLRTRYSAEVLESIDDNVDLASASLDEAEEVLPQAYEIESMPAG 
EQGGLIDAIRHIEHAITTADKLLAGVEHADENISTAKANVADLIQEISDEINEAGQLKQSAGADGARADWASLDDAVRAASAA 
LITASADAEKDPLGTYTELVTDVX)SALDTQLDTLRATAADQARQLRVFDQQLQSARSQIQKAEDLISTRGRIVKSEARTHLANA 
QKLYAMAQQNRTRDTRAGIDYGRQAAVAAQRASKSAQNDITTYNNRHNSGGGTTGAIVTGMVINSILNSGRGGGFCGGGGFGG 

GGGGF SGGGGGGGGFRGGRF 
RXN01485 - 5' -Region 

CTCAGGGCTGGCTGCACTACTGCGGTTAAGAGTAAAQTCTTGGCTAAAAATCTTCTCACGTTAACTAGTGTGCCAGCTGGACT 
CGTCTAAGGTGGGGACC 

RXN01485 - kodierende Region 

ATGAACTTTAGTTTGGTGCATCTTCGGGAAAACGTCCGCCGTGTATCGGTCACTGTGGCAATTGGAGCTGGCGCGCTCCTTAT 
CAGTGGACCATTTTTTACTGCTCACACTGCAGAAGCCACAGAAACATATGfCTTGGCTGAATCACCAGAATTTTACCAAGACA 
^TGTCACTGACTACACCGGCCAGATTTCCTCGTCCGATATCACCAACATTCAGGCTGCCATCGATGATGTAAAGGCATCTGAA 
i)JB^AAGGTTATTTTCGTTGTTTTCCTAAGCTCTTTCGACGGAGTTGACCCTGAAACG 

% CGGCGGCGGAAACGTCTTGATTTATGCACTCGCTCCCGAGGAACGGCAGTACGGCATCCAAGGTGGTACTCAATGGACCGAeG 
CTGAACTCGACGCCGCCAACAACGCTGCTTTCCAGGCACTTTCCCAAGAAGATTGGGCAGGCTCTGCACTAGCGCTGGCAGAA 
TCAGTTGGTTCTAGTTGTTCCAGCTCTTCGGGCTCGTCCAGCTCTTCCGATTTTTCCGGCGCTTGGTTGGCTGCTGCGGGCGT 
TGGCACAGTGGCCGCTGGTGGCGGAATTTGGGCCTATTCCCGCAGCCGCAAGAAGAAAACAAGTGCTGCAACCTTGGAAGATiG 
CACGCGAAATCGACCCGCGCGATACCAACCGCCTCATGCAGCTTCCCATGGAAACTCTCGAACACCTTGCCCAAGAAGAGCTC 
ACCTCCACTGATGACTCCATCCGTCGCGGAAAAGAAGAGCTCGCTATCGCTACCTCCGAGTTCGGACCAGAGCGCACCCGCAG 
CTTCAACCGCGCCATGAACCACTCCACCGGCACCCTGCAAAAAGCCTTTGAGATTCAGCAGCGCCTCAACGATTCTATCCCAG 
AATCCGAAGCCGAACGTCAATCCATGCTGGTAGAAATCATTTCATCCTGTGGCCAAGCCGACGATGCCCTCGACGCCGAAGCC 
CAAAACTTTGCCGATATGCGCAACCTGCTGATCAACGCGGGCAGCAAATTGGATGCTCTGACCCAAAAATCCGTCGACCTGCG 
CACCCGCCTCCCCAAGGCCCAAGAAACACTCGCTGGCCTGCGCACTCGCTACTCAGCAGAGGTCCTTGAAAGCATCGACGACA 
ACGTCGACCTCGCCAGCGCTTCGCTCGACGAAGCAGAAGAAGTCCTGCCACAGGCGTACGAGATAGAGTCCATGCCCQCAGGC 
GAGCAGGGCGGGCTTATCGACGCGATCCGTCACATCGAGCACGCCATCACTACCGCAGACAAACTCCTCGCGGGCGTCGAGCA 
TGCCGATGAAAACATCTCCACAGCCAAAGCAAACGTTGCCGATCTGATCCAAGAAATCTCAGACGAAATCAACGAAGCCGGCC 
AACTCAAACAAAGCGCAGGAGCCGACGGTGCCCGTGCCGACTGGGCCTCCCTCGACGATGCTGTCCGCGCAGCCAGCGCAGCA 
CTAATCACCGCATCAGCAGACGCCGAAAAGGATCCGCTCGGAACCTACACAGAACTTGTCGATGTCGACTCCGCCCTCGACAC 
TCAACTTGACACACTTCGCGCCACCGCAGCTGATCAAGCCCGCCAGCTACGCGTATTCGACCAACAGCTGCAATCTGCAAGAA 
GCCAAATCCAAAAGGCCGAAGACCTCATCTCCACCCGCGGTCGCATCGTAAAATCCGAAGCCCGCACCCACCTGGCCAACGCA 
CAAAAGCTGTACGCCATGGCACAACAAAACCGCACCCGCGACACCCGTGCAGGAATTGATTACGGACGTCAAGCAGCAGTCGC 
.x ^GCCCAACGCGCCAGCAAGTCAGCACAAAACGACATCACCACCTACAACAATCGCCACAATTCCGGTGGCGGAACCACCGGTG 
y 'MbATTGTCACCGGCATGGTGATCAACTCGATTCTCAACAGCGGCCGCGGTGGCGGTTTCTGTGGAGGCGGAGGCTTTGGTGGA 

qGCGGTGGCGGCTTCAGCGGTGGTGGCGGTGGCGGAGGAGGGTTCCGCGGAGGCCGCTTC 

j, ■' 

RXN01485 - 3' -Region 
TAGCCTGAAACGAGCAAAACCAA 



BASF Aktiengesellscliaft 992804^ O- 5 *- 0050/50674 DE 



.- v. 



? ^ > * 



RXN01471 translatiert von RXN01471 ( 6310 ) von 1 bis 807 

MQSFKTLESWPVDNVSASVISDGAVHFYGDVDRVFELMSVT^CLLATYGFLVAIEEGVFELDSPMGPEGSTVRHLLSHASGVAF 
DKPVAEKGVGERRIYSSAGMDILADAVAAEAEMPFAEYLREAVFEPLGMENSELWGSAGHEARSTVADLTKFGQELTAPTLIS 
PETLAEAFQVQFPELIGTVPGYGMQKPCPWGLGFEIKGQKSPHWTGDLMPENTAGHFGQSGTFFWTVPGSGQVGVVLTDRNFG 

PWAKPLWTAFNDEVWAELNS • 
RXN01471 - 5 ' -Region 

CCTCCAACCAGAGCTATAAAAAAGGTTGTAGAAGAAATTTCTTAACATACATCGTTGTGTTGCCAGGGGTTTAACAGATTAGT 
TGCTAAGGTCTGTCTCC , 

RXN01471 - kodierende Region 

ATGCAGAGTTTTAAGACGCTTGAATCTTGGCCTGTCGACAATGTTTCGGCCAGTGTCATCTCCGACGGCGCCGTGCACTTTTA 
CGGCGACGTCGATCGTGTTTTTGAACTCATGAGTGTGACAAAACTCCTGGCCACCTACGGTTTCCTTGTTGCCATCGAAGAAG 
GTGTTTTTGAGCTCGATTCACCGATGGGTCCTGAAGGATCCACAGTGAGGCATCTGCTCTCACATGCTTCCGGCGTGGCATTC 
GATAAGCCGGTAGCGGAAAAGGGAGTGGGGGAGCGCCGCATTTACTCCTCTGCTGGCATGGACATCTTGGCGGATGCTGTTGC 
CGCTGAAGCTGAAATGCCGTTTGCAGAGTATCTCCGCGAGGCTGTGTTCGAGCCTTTGGGAATGGAGAACTCTGAACTATGGG 
GTTCTGCGGGCCACGAGGCGCGCAGCACAGTGGCTGATCTGACCAAGTTCGGCCAAGAGCTCACCGCACCAACTCTGATCTCA 
CCAGAAACCCTTGCAGAGGCTTTCCAGGTGCAATTCCCGGAACTGATTGGCACCGTCCCCGGTTATGGCATGCAGAAGCCGTG 
X ^CGTGGGGATTGGGCTTTGAAATTAAGGGACAGAAGTCGCCGCACTGGACAGGTGACTTGATGCCGGAGAACACTGCTGGAC 

|^»TTGGACAGTCGGG7UVCATTCTTTTGGACTGTTC 

''^TTGGGCTAAACCGTTGTGGACTGCCTTCAATGACGAAGTCTGGGCCGAGTTAAATTCA 

RXN01471 - 3 1 -Region 
TAAACTTTTGCCGTAATTACGGT 



BASF Aktiengesellschaft 992804 „ 0 - z - 0050/^0674 DE 

, k > ■ > > ■ > \ •. > i i * '» 



RXN01459 trahslatiert von RXN01459 ( 4910 ) von 1 bis 810 

MNSNGFGFSFGNNDDDDDKNRNNDPFGLFGGNFGFGGQGGAGGPGGLGDILNQFGQMLSGMGDSMNSPEAAGPVNYDLAARIA . 

RQQIGRVAPVKDSEKEAVEESLRLAELWLDNATQLPTSGHRVEAVmPE^LENTLPWKRLVSPVAEQMNKAQLENLPEEARE 

MMGPMSSLMNSMSSMNFGVQLGNALGDLAKQTLTGSDFGLPISPVGVSAVLPGNIAEASKGLNVAPQEMLVYICAREAAANAS 

SSTCRGLSSASFPPLRNTPSA r 
RXN01459 - 5' -Region 

GATTCGGCGATTCACGAATATCCACCCTACAACCTGTGTTCGCTTACAGCGTTGTTCGGATCGTAGCAATAGGAAATAGTTGC 
CTTGTAGATTGGTAAAT 

RXN014 59 - kodierende Region 

ATGAACTCTAATGGCTTTGGTTTCTCTTTTGGCAACAACGATGACGACGATGACAAAAACCGCAACAACGACCGATTCGGCCT 
TTTCGGTGGCAACTTCGGATTCGGAGGACAAGGTGGCGCTGGTGGCCCCGGCGGATTAGGCGATATTTTAAACCAGTTCGGCC 
AGATGCTGTCCGGAATGGGAGATTCGATGAACTCCCCCGAAGCAGCAGGCCCGGTTAATTATGATTTAGCAGCACGCATCGCC 
CGCCAGCAGATTGGTCGCGTAGCGCCGGTGAAGGATTCTGAGAAGGAAGCAGTCGAAGAGTCCCTTCGCCTTGCTGAACTCTG 
GCTCGATAACGCCACCCAGCTCCCCACTTCCGGGCACCGCGTCGAAGCGTGGAATCCAGAAAACTGGTTAGAAAACACCCTGC 
CTGTGTGGAAGCGTCTTGTCTCCCCTGTTGCGGAGCAAATGAACAAAGCCCAATTAGAAAACCTCCCTGAAGAAGCCCGCGAG 
ATGATGGGCCCGATGTCTTCTTTGATGAACTCCATGTCTTCGATGAACTTCGGAGTTCAATTAGGAAATGCGCTGGGCGACCT 
^GCAAAGCAGACCCTCACCGGCTCTGACTTCGGTTTGCCTATCTCCCCAGTCGGCGTATCTGCCGTCCTGCCCGGCAAC ATCG 

^'Jmgaagcatccaaaggcctcaacgtggcac 

TtAAGCACGTGCCGTGGCTTGTCGAGCGCCTCGTTTCCTCCGTTGAGGAATACGCCGTCGGCC 
RXN01459 - 3 1 -Region 

TAGAAATCGACACCTCACACATT y 



BASF Aktiengesellsckaft 992804 ,,.0.55,, 0Q50/5O674. DE 



RXN01409 translatiert von RXN0140S ( 6984 ) von 1 bis 822 

WVDFPDVTARLGYEYMQLTPHVDFGPFFRHPKADDDLVAALKKRAKDAGVTI PALLPVQRI SWPEETQRVAAVRNI KRI I 
QLAVDLEVDTLNTEFSGRPERSEDSEDAFYRSME3LLPILEKEGIKFNIDPHPDDFVENGIEAWRVIRGLNSKQVGFVYV 
APHSFHMGDQAEAILPAVGDRLGAVYLSDTFDHHKSHGLRYITNPPGNAVRVHQHLKIGDGDVNFEEIFSLLRSTGYLDR 

EDALLVSNVFAEDEAADEVS RYQLEKIRS LI EN.-- 
RXN01409 - kodierende Region 

TGGGTGGATTTCCCCGACGTCACCGCACGTTTGGGGTATGAATACATGCAGCTGACCCCTCATGTAGATTTCGGTCCTTT 
CTTCCGCCACCCCAAGGCAGACGATGATCTCGTGGCAGCCCTGAAAAAGCGTGCCAAGGATGCCGGAGTCACCATTCCTG 
CACTGTTGCCAGTGCAGCGTATTTCCTGGCCGGAGGAAACCCAGCGTGTTGCAGCAGTACGCAACATCAAGCGCATCATC 
CAGTTGGCCGTTGATCTGGAAGTAGACACCCTCAACACGGAGTTT-TCTGGACGCCCAGAACGCTCCGAGGATTCCGAAGA 
TGCCTTCTACCGCTCCATGGAAGAACTCCTGCCAATCCTGGAAAAAGAGGGCATCAAGTTCAACATCGACCCACACCCTG 
ATGATTTCGTGGAAAACGGTATTGAAGCATGGCGAGTCATCCGCGGTCTGAACTCCAAGCAGGTGGGCTTTGTTTACGTG 
GCACCTCACTCATTCCACATGGGTGATCAGGCTGAGGCAATCCTGCCAGCAGTAGGCGATCGCCTTGGGGCTGTGTACCT 
GTCAGATACCTTCGACCACCACAAATCCCACGGCCTGCGCTACATCACTAACCCTCCAGGCAACGCAGTGCGCGTGCACC 
^^fc;CACCTAAAAATCGGTGATGGCGATGTGAACTTTGAAGAGATCTTCTCACTGCTGCGCTCTACCGGTTACCTTGACCGT 
^^^AAGATGCACTGTTGGTCTCCAACGTGTTTGCAGAAGATGAAGCAGCAGATGAAGTATCCGGCTACCAGCTGGAGAAAAT 

CCGCTCACTCATCGAAAACGCA 

RXN01409 - 3> -Region 
TAGAGTTATC TC GAAACTAC C AA 



BASF Aktiengesellschaft 992804 ,,.,0-Z,, 0.0.50/5Q67.4 DE 



RXN01400 translatiert von RXN01400 ( 8655 ) von 1 bis 1500 

MAISVSMPKAISREELERAWLEVIERHGTLRTVFSTGMGGEVQQHRIDVGPGKWIDHAVAPGESINEALRAVLNRQCSPYSRP 
SHSLCIIDAHPRPTVIIGSDHSHVDMWSMLVIVRDLLAALDMELPVEPPLAFESHTAELLAAPPAPERIHQRWREILEAGGGK 
MPQFPLPLGDAI SMPERVEVRDI FGVNGLAI YSARARAQQVSS LALTI SVMADVTAALADLPLRAVFPVHSRFDQRWHDSVGW 
FISNSVIEVPDSDPHTAAQAVREAVSLGSYPLAELLEPWGGMPETPGMFAISWLDLRRLPVSIDDIGLQAQYVSASLRTDGVM 
LWFILDRSGAHLRCRYPDSLVARENVGRWIDAIVAQMRAEAGTVNLQAGGEQLTLRHGTRADISEIAPLLARNAADPCELVDL 
EHALDLLTHESSHFLAWRNARGKIIAAMQLTIVPEFSRGGALHLHIEGPFIIPEYRTTDLDKKLRAWAVEHGRARGVKVEEV 

VG 

RXN01400 - 5* -Region 

GAGCAGCTATCACCCTTATGCATCGGCTCCGGGTGAGGCGGTGCCGGTGTCCTTTGATCAGCAACGACATGTGGGTGCCGGCG 
AGCGACCGGGTAGTTGG 

RXN01400 - kodierende Region 

ATGGCGATTAGTGTTTCTATGCCTAAGGCGATCAGCCGTGAGGAATTGGAGCGCGCGTGGCTTGAAGTGATTGAACGGCACGG 
CACCTTGCGCACAGTATTTAGCACGGGAATGGGTGGGGAAGTGCAGCAACACCGCATTGATGTGGGCCCGGGAAAATGGATTG 
ACCACGCCGTTGCGCCTGGTGAGAGCATTAATGAGGCGTTGCGGGCGGTGTTGAATCGGCAGTGTTCGCCGTACTCGAGGCCA 
T-GCATAGTTTGTGCATTATTGATGCGCATCCGCGTCCCACGGTGATTATTGGTAGTGATCATTCGCATGTGGATATGTGGTC 
^^TGCTGGTGATTGTGCGCGATTTGTTGGCTGCGCTCGATATGGAACTTCCCGTTGAGCCGCCGTTGGCGTTTGAATCGCACA 
? ^lt 1 GCGGAACTCCTCGCGGCTCCACCTGCACCGGAGCGGATTCACCAGCGGTGGCGTGAAATTTTGGAAGCTGGTGGTGGAAAA 

I atgcctcagttcccgcttccgcttggcgatgccatctccatgcctgaAcgcgttgaagtccgcgacattttcggggtcaatgg 

CTTGGCGATTTACTCGGCACGCGCCCGCGCACAACAGGTAAGCTCCCTGGCCTTGACTATTTCAGTGATGGCTGATGTTACGG 
CGGCGCTGGCGGACCTTCCGTTGCGTGCTGTATTCCCAGTCCATAGCCGTTTCGATCAGCGCTGGCACGATAGTGTCGGGTGG 
TTTATCTCCAATTCGGTCATTGAGGTGCCAGATTCCGATCCTCACACTGCAGCCCAAGCTGTTCGCGAGGCTGTTTCTTTGGG 
AAGCTACCCGCTGGCTGAGCTGCTTGAACCGTGGGGTGGCATGCCGGAAACGCCAGGAATGTTTGCTATTTCTTGGCTTGACC 
TGCGCCGACTCCCAGTGAGCATTGACGATATTGGCCTCCAAGCCCAGTATGTCAGCGCTTCACTGCGCACCGATGGTGTGATG 
CTGTGGTTTATTTTGGATCGCTCCGGCGCGCACCTTCGCTGTCGTTATCCTGACTCTTTGGTGGCGCGGGAAAATGTAGGCCG 
CTGGATTGATGCGATTGTTGCTCAGATGCGCGCCGAAGCTGGGACGGTGAATCTGCAGGCCGGCGGGGAACAGCTGACACTTC 
GGCATGGAACTCGCGCCGATATTTCCGAGATCGCCCCGCTACTTGCCCGAAACGCAGCTGACCCTTGTGAGCTGGTGGATCTT 
GAACATGCCCTTGACCTGCTGACACACGAGTCTTCGCATTTCCTGGCGGTGGTTCGAAACGCTCGTGGCAAGATAATCGCAGC 
GATGCAGTTGACTATTGTTCCGGAGTTTTCCCGCGGTGGTGCGCTTCATCTTCACATCGAGGGGCCGTTCATTATTCCGGAAT 
ATCGCACCACCGATTTGGATAAAAAGCTGCGCGCCTGGGCTGTGGAGCATGGGCGTGCGCGAGGGGTGAAGGTTGAGGAGGTG 

GTGGGA , 



RXN01400 - 3 '-Region 
TAGTTGGTTTATTGGCGCCTCGT 



BASF Aktiengesellscliaft 992804 ,,.,,O.Z^ 0A50/5.Q67A DE 



RXN01379 translatiert von RXN01379 ( 3028 ) von 1 bis 942 

MSAFDSILNVEEWISDHYLTNDDAKGASFSKRVRERIKEWKTTEDATQQSGPLTRFSSNRLQLQHALSELDDATTAASLVASA 
LGYGVPSARHAQRGSDTISYSSWVGNAGSVEFLAATPAESFEENFRSLPLEPVAVNDKPQDITAAKLVGQIFLSDTPPAFWI 
TAGKWWLAERETWPLGRHLAIDISLWERJSTOTKAQGEMQQTVVALARENTERAADGTTVWEE 
RESIEILGNDVLTRYEAKELSTAEIDGGELAKQSLRYLYRILFLLFAEASPELEILPTGTPEYDE 

RXN01379 - 5» -Region 

CAGAAATTGAGTAATGCTCTCGAGCCAGACCGTGAACTTATTAGGCCTTTGGCCGTCATTCTTCCGCAGCCCGCAACTTTGAA 
CACCGAGGTTTAACACA , 

RXN01379 - kodierende Region 

ATGAGTGCATTTGATTCGATCCTAAATGTTGAAGAGTGGATCAGTGACCACTACCTCACCAATGACGATGCCAAAGGTGCCTC 
ATTTTCCAAGCGGGTGCGCGAGCGCATTAAAGAATGGAAAACCACCGAGGACGCAACCCAGCAGAGTGGCCCTTTAACTCGTT 
TTTCCAGCAACCGCCTGCAGTTGCAGCATGCTCTTTCTGAGCTTGACGACGCCACCACCGCCGCCAGTTTAGTGGCCTCTGCA 
CTGGGGTATGGTGTCCCCAGCGCGCGCCACGCGCAGCGCGGCTCCGACACAATATCCTATTCCTCTTGGGTGGGAAATGCCGG 
CAGTGTGGAATTTCTTGCAGCGACTCCCGCTGAAAGCTTTGAAGAGAACTTCCGATCCCTTCCCCTTGAGCCAGTAGCGGTCA 
ATGACAAGCCCCAGGATATCACCGCAGCCAAATTGGTGGGCCAGATTTTCCTTAGTGATACTCCCCCTGCTTTTGTTGTTATC 
ACCGCTGGTAAATGGGTGGTTTTAGCCGAGCGTGAAACCTGGCCTCTAGGCCGCCACCTAGCTATTGATATTTCCCTGGTGGT 

A^^AACGTAATGACACCAAAGCCCAGG 

J^I^GGCACCACCTGGTG^ 

% CGTGAATCCATTGAAATCCTGGGCAATGACGTGCTCACACGCTATGAAGCTAAAGAGCTCTCCACCGCTGAGATCGACGGTGG 
' CGAGCTAGCTAAGCAATCTTTGCGCTATCTCTACCGCATTTTGTTCCTGCTTTTTGCCGAGGCTTCACGAGAGCTTGAAATCC 
TGCCAACCGGCACCCCGGAATATGACGAG 




BASF Aktiengesellschaft 992804, •».-•>•• ;0 .pj , pOJ 0/^0,6^4, DE <■ 

RXN01362 translatiert von RXN01362 ( 8917 ) von ^1 bis';3G54 \ . '^T;;* 

KWLGTPAQSLFLIPPVTQHARTGTHLYDSLQLLFTLVDKGHHPTDAKAVAFDAEAGEEb'LHE'RNLSADLFLPAATELrDR 

VGLSNEALNKVLENLLLSRVQSGKDRGFISYATLGVTELGQVYEGLMSYTGFIAQEDLFEVAPHGKADKGSWMLPVSKAD 

EVPADSFIEVDQEAPGGGVIKVRKRHPRGSFVFRQSSRDRERSASFYTPQVLTSFTVTQAIEELQASKRITTANDVLSLT 

ICEPAMGSGAFAVEAVRQLAELYLELRQEELEQQIPAEDRAKELQKVKAHIALHQVYGVDLNSTAVELAEI SLWLDTMNA 

EMDAPWYGLHLRNGNSLVGATRSLYAPSLLNKKAWLTATPTRYRLDDIAQAIDENKAEPLFNHGIHHFLLPSTGWGATAD 

AKDLKD1^TEIKELKSWRTSIRASLSKTQI.KQLNN.LALRVETLWRFVLMRIRIAESQISRSTTLWGQEPAEVSEVVTRE 

QIEQDLFGNIDGAYNRLRLVMDAWCALWFWPLDAVATAEHPERPALPDLDEWLATLTEILGIDLPLKSKNENQIVLGPDT 

NWLAINDAEATDLGFSGALSFERVSANHPWINVARQVAKQQSFFHWDLDFAHVFAKGGFDLQVGNPPWVRPDVNFEDLLA 

EHDPWWAVMSKPTQASKKERQKNFHNNPKSLEHWSGAGEPVATSAILGSVTLYPHLKDQRPDLYRGFMEKTWSNASPAG 

AISL1HPESHFTEKKAAPLRRGAYERLRRHWQFINELILFDVHDLVKYGVHVYGAPQESINFLSAASLYHPQTVLDSFDH 

DGSGNLPGLKDDNGNWDRRPHKDRIQLVNADTLTVWKSILEDEQTPYLDTRMVYTVNTEAAAALEKLASAPRIKELGLQF 

SSGWNETTDKKKGYFDVGWGYPASWSDAILQGPHLGVATPMIKQPNPTMKHNQDWSEIDFEAIPANFIPATAYQPDRQTK 

PTYDADYGTWTFGDKQVPVADTFRI AWREMAATTGFRTVYPSVI PPGANHVHTVNSAASRSNLKTI LVGAQLGAI LSDYF 

ARS SGS SHI FNDI VRKI PLPNFTSLEKQFARTYLRLNCLTSAYAPLWEEI TGEPVTOVQVPLRNAEQRRAAQNDIDAMVAL 

SLGISADELCMiYRTQFPVMRRYDQEDHFDANGRKVPKEIIKLQQKLKDGQELSVEKRTWVHPQSEVSYTFEYPFRVbDR 

\ y EADLRAAYAKPENQLKEP 

fir. 

r RXN01362 - kodierende Region 

AAA.TGGCTTGGCACGCCTGCGCAGAGCTTATTCTTAATCCCCCCAGTTACCCAGCATGCTCGCACGGGCACCCACCTTTA 

TGATTCCCTGCAGCTGCTGTTCACTCTGGTGGATAAAGGCCACCACCCAACAGATGCTAAGGCTGTAGCTTTTGATGCCG 

AGGCTGGAGAAGAAGGCCTGCACTTCCGCAACCTTTCAGCGGATCTCTTCCTCCCTGGAGCCACAGAACTTATTGATCGA 

GTTGGTCTTTCCAATGAAGCCCTAAACAAGGTCTTGGAAAACCTCCTGCTCTCCCGGGTGCAATCCGGTAAAGACCGCGG 

CTTTATCTCCTATGCCACCTTGGGTGTTACCGAGCTTGGCCAAGTTTATGAGGGTCTGATGTCCTATACCGGCTTTATCG 

CCCAGGAAGATCTTTTTGAGGTTGCACCACATGGCAAAGCCGATAAAGGTTCCTGGATGCTCCCGGTGTCAAAGGCTGAT 

■ GAAG TCCCTGCCGATAGCTTTATCGAAGTTGATCAAGAAGCCCCTGGTGGCGGCGTAATCAAGGTGCGTAAACGCCACCC 

GCGCGGATCATTTGTGTTCCGTCAGTCCTCTCGTGACCGCGAACGCTCAGCGTCCTtCTACACCCCACAAGTACTCACCA 

GCTTTACTGTCACCCAGGCTATTGAAGAACTCCAGGCATCAAAGCGCATCACCACAGCCAATGATGTTCTCAGCCTCACC 

ATCTGTGAACCTGCCATGGGTTCCGGCGCCTTCGCTGTGGAAGCAGTACGCCAATTAGCAGAGCTTTATTTGGAATTGCG 

CCAAGAAGAACTAGAGCAGCAGATTCCAGCGGAAGACCGTGCCAAGGAACTCCAAAAGGTCAAAGCGCACATTGCGCTGC 

ACCAGGTTTATGGTGTGGACCTTAACAGCACTGCTGTGGAGTTGGCGGAAATCTCGCTGTGGCTAGACACCATGAATGCA 

GAAATGGACGCACCrrGGTATGGCCTGCACCTGCGTAATGGTAACTCCCTCGTTGGTGCCACCCGTTCGCTGTATGCACC 

^TAGTCTGCTTAATAAAAAAGCCTGGTTAACTGCTACTCCAACCCGCTATCGGCTTGATGATATCGCGCAGGCTATTGATG 

f'AAAACAAAGCAGAACCCCTCTTCAACCACGGCATCCACCACTTCCTCTTGCCCTCTACTGGCTGGGGAGCCACTGCAGAT 

GCCAAAGATCTTAAAGATCTTATGGCTACTGAAATCAAGGAGCTTAAATCTTGGCGTACTTCCATGCGTGCGTCTTTGAG 

TAAAACTCAGATTAAGCAGCTCAATAACCTTGCCCTACGCGTGGAAACACTATGGCGATTTGTGCTGATGCGTATTCGCA 

TTGCAGAATCCCAGATCTCACGTAGCACTACTCTCTGGGGTCAAGAGCCAGCTGAGGTTTCGGAGGTTGTCACACGTGAG 

CAAATTGAACAAGACCTCTTTGGCAATATTGATGGTGCATATAACCGTCTACGCTTGGTGATGGATGCTTGGTGTGCGCT 

GTGGTTCTGGCCTTTGGATGCTGTTGCTACCGCTGAGCATCCGGAGCGTCCAGCCCTTCCAGATCTTGATGAGTGGCTAG 

CCACCCTGACGGAGATTCTGGGTATTGATCTCCCTCTGAAGTCCAAAAACGAAAATCAGATTGTCTTAGGTCCAGATACC 

AATTGGCTAGCCATTAATGATGCCGAGGCTACTGATCTTGGTTTTTCTGGGGCATTGAGCTTTGAGCGTGTTAGCGCGAA 

TCACCCGTGGATCAATGTTGCCCGCCAAGTGGCTAAACAACAGAGCTTCTTCCACTGGGATCTAGACTTCGGCCACGTTT 

TTGCCAAGGGTGGATTTGATCTGCAGGTTGGTAATCCACCATGGGTGCGACCAGATGTGAACTTTGAGGATCTGCTTGCT 

•gaacatgatccgtggtgggctgtaatgagtaaaccaacccaggcatccaaaaaagaacgccagaagaattttcacaacaa 

TCCTAAGAGCCTCGAACATGTGGTCAGTGGTGCAGGTGAACCCGTGGCTACTTCTGCGATGCTCGGTTCGGTTACTCTCT 

atccgcatcttaaagatcaacgcccggacctctaccggggctttatggaaaagacttggtctaatgcctccccggcaggt 
. gcgatctcactgatccaccccgaatcccacttcactgagaaaaaagctgccccgctacgtcggggagcatatgagcgtct 
gcgccgccactggcagttcattaatgagttgattctttttgacgtccacgacttggttaaatatggcgtacatgtctatg 
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GCGCTCCGCAGGAATCTATTAACTTTTTAAGTGCTGCGTCGCTTTATCACCCACAAACAGTGCTTGATTCATTTGATCAT 
GACGGTTCAGGTAAfCTCCCTGGTCTTAAAGACGACAATGGCAACTGGGACCGTCGCCCACACAAGGACCGTATCCAACT 
GGTCAATGCCGATACTTTGACGGTGTGGAAGTCCATCCTGGAGGATGAACAAACGeCATACTTGGATACCCGCATGGTTT 
ATACCGTCAACACGGAAGCAGCAGCAGCGTTGGAAAAGTTGGCTTCTGCACCTCGTATCAAAGAACTCGGGCTGCAGTTC 
TCCAGTGGCTGGAATGAAACCACCGATAAGAAAAAGGGATACTTTGACGTTGGTTGGGGCTACCCAGCTTCCTGGTCTGA 
TGCCATTTTGCAGGGGCCGCACCTGGGTGTTGCTACACCAATGATCAAGCAGCCCAATCGGACAATGAAGCATAATCAAG 
ATTGGTCTGAAATTGATTTCGAGGCCATTCCTGCAAACTTCATACCTGCAACGGCGTACCAGCCCGATCGCCAAACAAAG 
CCCACTTATGATGCTGACTACGGCACCTGGACTTTCGGGGACAAGCAGGTACCAGTTGCAGACACTTTCCGAATTGCATG 
GAGGGAGATGGCTGCCACCACGGGATTTAGGACTGTCTACCCATCAGTAATTCCACCGGGAGCCAACCATGTGCACACAG 
TTAATAGCGCTGCATCACGTTCAAACTTAAAAACCATTCTCGTTGGAGCACAGCTTGGTGCAATTCTAAGTGACTATTTT 
GCTCGGTCCTCGGGTTCAAGCCACATATTTAACGACATTGTTCGCAAGATTCCACTTCCAAATTTCACATCCTTGGAAAA 
GCAGTTCGCCCGCACATACCTCCGCCTCAACTGCGTGACCTCAGCTTATGCCCCATTGTGGGAAGAGATCACCGGTGAGC 
CGTGGGATGTTCAGGTGCCTTTGCGCAATGCCGAGCAACGTCGAGCAGCGCAAAACGATATTGATGCCATGGTGGCATTG 
TCTTTGGGTATTAGTGCTGATGAGCTGTGCATGATTTATCGCACTCAATTCCCAGTGATGCGTAGATATGATCAAGAAGA 
TCATTTTGATGCCAATGGCCGTAAAGTTCCTAAAGAGATCATCAAGCTGCAGCAGAAACTTAAAGATGGCCAAGAGCTCA 
^Ife'CGTGGAAAAGCGCACCTGGGTGCATCCCCAATCAGAAGTGTCCTATACCTTTGAATATCCTTTCCGGG.TGTTGGATCGT 

GAAGC TG ATC TGC GTGC TGC ATATGC AAAATTTG AAAACC AGC TTAAGG AGC C A , 



RXN01362 - 3 '-Region 
TAGAGCGCTTATGTCCTCACTCA 



BASF Aktiengesellschaf t 
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c 



RXN01324 translatiert von RXN01324 ( 6882 ) von 1 bis 300 r 

MSNSECHTHGYIEEKQRYLARLKRIEGQTRGIHRMIDEEQYCIDILTQISAVNSALKNVAFGLLDDHLAHCVKEAADLGGDEL 
DAKLKEVSDAIARFSKA 




AAAGCAAGGAGCAACTA 

RXN01324 - kodierende Region 

ATGTCCAACAGCGAATGCCACACCCACGGTTACATCGAAGAAAAGCAGCGTTACCTCGCACGCCTCAAAAGAATCGAAGGCCA 
AACCCGAGGCATTCACCGCATGATCGACGAGGAACAATACTGCATCGACATCCTCACGCAGATCTCCGCAGTGAACTCCGCAC 
TCAAAAACGTGGCGTTCGGCCTCCTCGACGATCACCTCGCTCACTGTGTCAAAGAAGCAGCTGACCTCGGCGGCGACGAACTC 
GACGCAAAACTCAAAGAAGTTTCCGACGCCATCGCCCGCTTCAGTAAGGCC " 

RXN01324 - 3 ■ -Region 
TAAACGGATCCGGTGGCATTGGA 
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RXN01296 translatiert von RXN01296 ( 1595 ). von 1 bis 1083 

MS IEQAITSLS ARVRELKPI I ETEEATKTALI I PF I SNVLGYDVTDPREVI PEYTADVGVKKGEKVDFAIKTGDDFHFLIECK 
KVGSPLSLDHANQLVRYFNVTDTEFAILTNGEIYQFYGQLDAANRMDAKPFMTLDLNNIDARQFPHLEMCTRKHFNPQALAAN 
AEELKYIAELKKVIANQFQEPDVEIVKMLAATVTTKRMTAQNLEFFTRLVNTASSQFLKDEVNRRLRSAQVFEDPVQTQGADA 
ETPAEDEAVIEEVVSEIVTTEEEIHGHSIVRAICCSEVSAQEITMRDAKSYCAILFQDNNRKPIARFYFDRKIPRIGIFNAEG 
EQEHFDL ESI ED I YNH ADLLH S RWALNA 

RXN01296 - 5« -Region 

TAAAACTCCTGTTCGAAATTGCCCAGACAGGTGTCCACCAACACTGCTACATTGCATTGGAGATCCAGAATCGATCACTCTAC 
GACCAGGAAAAACTTTC 

RXN01296 - kodierende Region 

ATGTCCATCGAGCAAGCAATCACTTCACTCTCCGCAAGAGTGCGGGAACTAAAGCCCATCATCGAGACTGAAGAAGCCACCAA 
AACCGCACTGATCATCCCCTTTATCAGCAACGTTCTCGGCTACGACGTCACTGATCCTCGTGAAGTCATTCCGGAATACACTG 
CTGATGTTGGCGTCAAAAAGGGTGAGAAGGTCGACTTCGCTATCAAAACCGGCGATGATTTCCACTTCCTCATCGAATGCAAA 
AAGGTCGGCTCCCCACTCAGCCTCGATCACGCTAACCAGCTCGTCCGCTATTTCAATGTCACAGACACCGAATTTGCCATTCT 
CACCAACGGCGAAATCTACCAATTCTATGGACAACTCGATGCAGCCAACCGCATGGATGCAAAACCATTCATGACCTTGGATT 
TGAACAATATTGATGCCCGTCAGTTCCCTCATTTGGAAATGTGTACCCGCAAGCATTTCAACCCACAAGCGCTAGCCGCCAAC 
>l% v \fiCTGAAGAACTGAAGTACATTGCTGAATTGAAGAAAGTCATCGCGAATCAATTCCAAGA 

I^^CTTGCGGCGACAGTCACCACAAAGCGTATGACTGCACAAAATCTGGAATTCTTCACCCGCTTGGTTAATACTGCGTCTTCCC 
AGTTCCTCAAAGACGAGGTCAATCGTAGATTGCGCTCCGCCCAAGTCTTTGAGGATCCTGTCCAAACACAAGGTGCTGATGCA 
GAAACACCAGCAGAGGACGAAGCAGTAATCGAAGAAGTGGTTTCAGAAATCGTGACGACAGAAGAGGAAATCCACGGTCATTC 
AATTGTCCGTGCAATTTGCTGCTCAGAGGTATCGGCACAAGAAATCACCATGCGTGACGCAAAATCCTACTGCGCTATTCTCT 
TCCAAGACAACAACCGAAAGCCAATCGCCCGTTTCTACTTTGATCGCAAGATTCCACGCATCGGCAT.CTTCAATGCTGAAGGC 
GAGCAGGAACACTTTGATTTGGAATCCATCGAAGATATCTACAACCACGCTGATCTTCTGCATTCCCGCGTCGTAGCATTGAA 

CGCT 

i 

RXN01296 - 3« -Region 
' TAAGTTCTGCCTTTAGTTCTGCA ^ 



0* 
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. RXN01281 translatiert von RXN01281 ( 193 ) von 1 bis 762 

VGLSRSHYQLAAENTKSLVRMVPMTVPQGNEPAKKLATDLNRNQVVDELSAAVSRGQLTLEEFEDRSSKAWNARHLDTLVELI 
SDVNDNPYTLLGQQFPGASYAPAAYETTPPAMPIWSDPVNI^ 

NQIDLRDAFLESDRIQINAYTFMGGIEIIVPEGVFVTCDGMGIFGGFEQSVDKAGALNPARLPSNAPTVlilKGLAFMGGVSVV 
TKKNI 

RXN01281 - 5' -Region 

GGACAACCTCATCAAATGCAAACATGCGCCACCGCGTCCCGGAAAACCAGGGGCGATACGGCGCTTGAGTGCGAGGTGCCGTC 
AATTCCCAACTACAAGA 

RXN01281 - kodierende* Region 

GTGGGACTCAGCCGTTCACATTATCAGCTAGCCGCAGAAAACACCAAATCCCTTGTTAGAATGGTTCCCATGACTGTTCCTCA 
AGGAAACGAACCAGCAAAGAAGCTCGCCACTGACCTTAACCGAAACCAAGTCGTGGATGAACTTTCTGCAGCTGTTTCCCGAG 
GTCAACTCACTTTGGAGGAATTTGAAGATCGCTCCTCCAAAGCATGGAATGCCCGCCACTTAGACACTCTTGTAGAGCTGATC 
TCTGATGTGAACGACAATCCCTACACTCTGCTTGGTCAGCAATTTCCCGGCGCCTCCTATGCGCCGGCGGCCTACGAGACCAC 
TCCCCCAGCGATGCCCAATGTGTCAGATCCTGTAAATATTGTCCGCAACAGGATTACCGGCAACCCGAATGGCTCCAAAATGT 
CGGTCTCGTTTATGGGTGGCACCGTGCGCAAAGGTGGATGGCATGTGCCTAATGTTCACACATCCTTCGCCATGATGGGCGGC 
AATCAGATCGATTTGCGCGACGCCTTCCTGGAAAGCGACCGCATTCAGATCAACGCCTACACATTCATGGGTGGCATCGAGAT 
.^k)TATTGTTCCCGAGGGTGT^ 

^^•aCTCAATCCCGCGCGCCTGCCAAGCAACGCGCCCACGGTCCACATCAAAGGCCTGGCGTTCATGGGCGG 
ACCAAGAAAAACATT 



RXN01281 - 3» -Region 
TAAAAAGCTTGTCGACGCGCCCC 
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RXN01246 translatiert von RXN01246 ( 4104 ) von 1 bis 507 

MKRTITIAALALTSTLVLSACADNTEGENTDTTTIATTSAPDTTETTGATTDPETETGAAGEVSAEHNDADIMFAQMMIPHHQ 
QAVEMSEILLAKDDIPAEVIEFTQGVIDAQGPEIDRMNTMLETWEEDPVTGDMGEMDHGGMSGMMSEEDMTALEDAQGTRGCP 

ALP 

RXN01246 - 5' -Region 

GGGAAGGAGGAGAAGGCTGCTGTGAGCTCTGCAGCCCCCGTCCGCTGACTTTCAATGCTTCATGGACTCCCCGATACACAACC 
TCCGAAAGGGAACCCCC 

RXN0124 6 - kodierende Region 

ATGAAGCGCACTATGACCATCGCCGCTCTCGCCTTGACCTCCACCCTGGTTTTGTCCGCCTGCGCAGATAACACTGAGGGAGA 
AAACACCGACACCACGACCATCGCCACTACGTCCGCCCCCGACACCACCGAAACGACCGGGGCCACCACGGATCCTGAGACAG 
AGACGGGGGCGGCCGGAGAGGTCTCCGCCGAGCACAATGATGCGGACATCATGTTCGCGCAGATGATGATCCCGCATCACCAA 
CAGGCCGTGGAGATGAGTGAAATCCTCCTGGCCAAGGACGATATCCCGGCCGAGGTCATCGAGTTCACCCAGGGTGTTATCGA 
TGCCCAGGGCCCGGAGATCGACCGGATGAATACCATGCTCGAGACCTGGGAAGAAGATCCGGTCACCGGTGATATGGGTGAGA 
TGGACCATGGCGGGATGAGTGGAATGATGAGCGAGGAGGACATQACAGCCCTCGAGGACGCCCAGGGCACCCGAGGCTGCCCG 
GCTCTACCT 
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RXN01167 trahslatiert von RXN01167 ( 6639 ) von 1 bis 396 

MADRVLRGSRMGAVSYETDRDHDLAPRQLVKYKTADGEIYEVPFADDAEIPEEWMCKNGKLGILMEGEGVESKPVKPPRTHWD 
MLRERRSIEELDVLLEERIEALRKRRRNAAKLLKAQQEAEEAEKAAEEV 

RXN01167 - 5* -Region 

GTGTCGTTTTATTTGCACACTAGCAGGTAAACTGTGTGAGACGAATTCTTTTGCGGCAACTTGGAGGCCGCATTCTAGTAGGG 
AAAGGACTGATACCTAG ' 

RXN01167 - kodierende Region 

ATGGCAGATCGCGTTCTTCGTGGCAGCCGCATGGGGGCCGTGAGCTATGAGACGGATAGGGACCACGATCTGGCTCCTCGCCA 
GCTCGTGAAGTACAAGACCGCAGACGGGGAAATCTATGAGGTTCCCTTCGCTGATGATGCGGAAATCCCCGAGGAGTGGATGT 
GCAAGAACGGTAAGCTAGGCATCCTCATGGAAGGTGAGGGAGTCGAGTCCAAGCCGGTCAAGCCTCCACGTACTCACTGGGAT 
ATGTTGCGTGAGCGTCGCTCAATTGAAGAGCTGGATGTGCTGCTGGAAGAGCGCATCGAGGCACTTCGTAAGCGTCGTCGCAA 
TGCAGCGAAACTGCTGAAGGCTCAGCAAGAGGCTGAAGAAGCAGAAAAGGCAGCTGAAGAGGTT 

RXN01167 - 3 '-Region i 
TAATCTTCCTGCCTAAGTTAGAA 




BASF Aktiengesellsctiaft 992804., 0.3,. 0050/50674 DE 

^ 1 >,'»* * * * 

, ■» . "» >■»■»-• >>"»■ •>» 

• ' ' ' • ' * ' . ' , . ' 

» ■> > •» > > . > > > • ' • 

RXN01153 translatiert von RXN01153 ( 8673 ) von 1 bis 543 

PFLSPIVTSTHAWAYSTARGFGEHRVRWDYAQESPLRDTRGFDLRRYHQAPWDPHAIGVANVFVPNGARFYVDHAHPE 
YSSPEVTNAWDAMVYDAAGDHILMQAVSDVASFTSQNRSVLDGHDPCPALKIYKNNVDGKGASYGFHENYLYSRETDFDV 

LAQALIPFFVCRQVIIGAGRV 
RXN01153 - kodierende Region 

CCGTTTTTAAGCCCGATCGTTACTTCCACGCACGCGGTGGTGGCGTATTCCACCGCGCGTGGATTTGGTGAGCACCGGGT 
GCGTTGGGACTATGCGCAAGAGTCCCCACTGGGCGATACTCGTGGCTTTGATJCTGCGCCGATACCACCAGGCCCCTGTGG 
TGGATCCGCACGCCATTGGTGTGGCCAACGTGTTTGTGCCCAATGGTGCCAGGTTTTATGTCGATCACGCGCACCCGGAA 
TACTCCTCCCCAGAGGTCACCAATGCGTGGGATGCCATGGTTTACGACGCCGCTGGTGACCACATCCTTATGCAGGCCGT 
CTCTGATGTTGCGAGTTTCACCAGCCAGAATAGGTCTGTGTTGGACGGCCATGATCCGTGTCCAGCTTTGAAAATCTACA 
AAAACAATGTCGACGGTAAGGGTGCTAGCTACGGGTTCCACGAGAATTACCTCTACTGACGTGAGACGGATTTTGATGTG 
CTGGCTCAGGCATTGATCCCATTTTTTGTGTGCCGGGAGGTCATCATCGGTGCCGGACGTGTG 
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RXN01140 translatiert von RXN01140 ( 3026 ) von 1 bis 933. 

MALDTRGEEMRFRPRALSGAPDTGKDPGLLLLDGQQRLTTLYHCFSGDGYVNTVDFRSKKVTRKFYIDVAKAVESPVMSDEAI 
FSVDETGKIISHFGPVIDGGITDLETALAHGCLPVSVLLDDNGTDFLFDLADMAGEGAREHAKRFQSQIVKTLVSYDIPMIRL 
DRETAKGGIGSIFAQANSSGLQMDVFDLLTAVFAADESVETEFSLRDDWVRVERNLRQHSALDGIGSTEFLTAVALLVSARKG 
HASGYREDILNLTLAEYIPAADEMIKGFDEAAEFLRQRCIFESRPGSIHRADCSTGRDPHPA 

RXN01140 - 5' -Region 

TATCCAACTTCCCGATTTTCAACGGGATTACGCTTGGGATGTTGATCGCATCCGAAGCCTTATAACCACTGTTCTTCGTGGTT 
TTCCAGTAGGTGTGCTG 

RXN01140 - kodierende' Region ' 
ATGGCACTAGACACCCGCGGCGAGGAAATGCGTTTCCGGCCACGCGCGCTGTCCGGCGCCCCAGATACGGGCAAGGATCCAGG 

TCTTTTGCTTCTCGACGGACAACAGCGCCTCACCACCCTTTATCATTGCTTCAGTGGCGATGGCTATGTAAATACGGTGGACT 

TCCGATCAAAGAAAGTGACCCGGAAGTTTTATATTGATGTTGCTAAGGCTGTTGAATCTCCGGTCATGTCCGATGAGGCTATT 

TTTTCAGTCGACGAAACCGGCAAAATCATCTCCCACTTCGGTCCAGTGATCGACGGCGGCATCACCGATTTAGAAACAGCACT 

TGCTCATGGTTGCCTTCCAGTTTCTGTGCTGCTGGATGATAACGGCACTGATTTCCTCTTTGACCTCGCCGATATGGCAGGAG 

AAGGCGCTCGCGAACACGCGAAGCGCTTCCAATCACAAATCGTTAAGACCTTAGTTAGTTACGACATCCCAATGATCCGACTG 

GATCGTGAAACCGCCAAGGGTGGAATTGGTTCCATCTTTGCTCAGGCCAATAGCTCTGGCTTGCAGATGGATGTCTTTGATTT 

jfACTCACCGCGGTGTTCGCAGCCGATGAATCGGTGGAGACCGAATTCTCACTGCGTGATGACTGGGTGCGGGTTGAACGAAACC 

^PrCGCCAACACTCCGCACTTGATGGCATCGGCAGCACGGAGTTCCTCACCGCAGTAGCCCTGTTGGTCAGTGCCCGCAAGGGA 

CATGCGTCTGGTTACCGTGAAGATATCTTGAACTTGACGCTGGCTGAATACATTCCT^GCTGCCGATGAAATGATCAAGGGCTT. 

CGACGAGGCGGCTGAATTCCTGCGTCAGCGATGCATTTTTGAGTCTCGACCAGGTTCCATACACCGCGCAGATTGTTCCACTG 

GCCGTGATCCTCACCCTGCT 

RXN01140 - 3' -Region 
TGATGCAGAAGAAATGGCCACCG 
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RXN01134 translatiert von RXN01134 ( 3892 ) von 1 bis 771 

LSLDQVPYTAQIVPLAVILTLLDAEEMATARSWDRLNQWFWSGVLGELYGSPAVIARSGRDTDQVAAWIREGAGETAVVPKTI 
RDTVFHESRLLSATQDTGVWKGIFALLMGRGARDWRTGQQFDRWTFDELGCNFHQIFPTKWCKERGIDPVLTESVLNRTPMGR 
RTEWIGDTPPSRYLSRVQSKSLMGDEEFDQMLDTHLLSAEDLHSSNTTHFFASRRTNFIDMVEDAIGKAVIRDV^ESDLTGG 

-HDGPSVHG 

RXN01134 • 5' -Region ■ 

GATATCTTGAACTTGACGCTGGCTGAATACATTCCTGCTGCCGATGAAATGATCAAGGGCTTCGACGAGGCGGCTGAATTCCT 
GCGTCAGCGATGCATTT 

RXN01134 - kodierende Region 

TTGAGTCTCGACCAGGTTCCATACACCGCGCAGATTGTTCCACTGGCCGTGATCCTGACCCTGCTTGATGCAGAAGAAATGGC 
CACCGCACGTTCATGGGATCGTTTGAATCAGTGGTTCTGGAGCGGTGTCTTGGGTGAGCTTTATGGCTCGCCTGCTGTGATCG 
CACGTTCCGGTCGCGATACCGATCAAGTTGCTGCGTGGATTCGTGAAGGTGCCGGCGAAACTGCGGTTGTGCCAAAGACTATT 
CGCGATACCGTTTTCCACGAATCACGTCTTCTCAGTGCAACCCAAGACACCGGAGTGTGGAAGGGTATCTTCGCACTGCTCAT 
GGGCAGGGGAGCACGCGACTGGCGCACCGGACAGCAGTTTGATCGCTGGACTTTTGATGAGCTGGGTTGCAATTTCCACCAGA 
TTTTCCCCACCAAATGGTGCAAGGAACGCGGCATCGATCCTGTCCTTACGGAATCAGTACTGAACCGCACCCCGATGGGTCGC 
CGTACCGAAGTAGTCATCGGCGATACCCCTCCATCCCGCTACCTGTCTCGTGTTCAATCCAAGTCGCTCATGGGTGATGAGGA 
i^^TCGATCAGATGCTGGATACCCACCTGCTCAGCGCGGAAGACCTGCACAGTTCCAACACCACGCACTTCTTTGCTTCTCGAC 
"y^^ACCAACTTCATCGACATGGTCGAGGATGCCA 

CACGATGGTCCCTCGGTACACGGG ; 



BASF Aktiengesellsckaf t 
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RXN01075 translatiert von RXN01075 ( 2212 ) von 1 bis 411 
MDNFVNILNEQEALERLQSVSLGRVWRRSDE^ 

RATAEIVRKLDEIATADTLELKPWIPTLKSNFARIVPNEITGREFTLGEEPERY 
RXN01075 - 5' -Region ' 

GCGGTGCGTGTTCATTAGCAGGTCAAGCGCGTAATTGAGGGCTAGACTGGTTAGTACCGGATATTCTTTTTTTCTTTAGTTTG 
TGGGAGTGGAGATAACT 

RXN01075 - kodierende Region 

ATGGACAATCCAGTCAACATCCTCAATGAGCAGGAAGCTTTGGAGCGCCTGCAGTCGGTGTCTCTTGGTCGCGTGGTGGTTCG 
TCGCAGCGATGAGATGGACATTTTCCCGGTGAACTTCATTGTGGATAAGGGCGCAATTTACATTCGTACAGCTGAGGGCAACA 
AGTTGTTCAGCATGAATCTCAACCACGATGTGCTCTTTGAAGCCGATGAGGTCAAGGACGGAAAGGCCTGGTCCGTGGTGGTT 
CGTGCGAGCGCAGAGATTGTGCGCAAGCTGGATGAGATCGCTACTGCCGACACTTTGGAGTTGAAGCCTTGGATTCCAACCCT 
GAAGTCCAACTTTGCCCGTATTGTTCCGAATGAAATCACTGGGCGGGAGTTCACCCTCGGCGAGGAGCCTGAGCGCTAC 

RXN01075 - 3 '-Region 
TAGCTTTGCCACATTTCACTAAA 
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RXN00946 translatiert von RXN00946 (9850 ) von 1 bis 774 

MTHTLQATNPLDQTAWHAWHFSRNKEAISRTGATSLSATEWISATTLKDAHTFPSLPGRWYKRGGGVVGAHLPPAFATTGTVQ 
LRPGELLIAEDFTLTVIERLGQFALQVFDARNPKRFEFHSIAAFPPSEEWRIEARFFPEPDTVNTAAADGVIVATPTAGV7VHF 
LKGRLDYRLRVTVQKNNLRALFSDNSSTLGVYQHRFVDI PRPDAEGNTI I DFNRAYLPPKALNRKFLC PS PSLNNHLNLTVEA 
GEKWWAGG 

RXN00946 - 5' -Region , 

GGGCCGGTGTGAATAAAACACCTTCCCCAAATAGACAGCATGGTCTAGATTAGCTTGAAACGAAAGCGTACATTCGCAGCAAC 
TAACGGAAAGCACACTC ' 

RXN00946 - kodierende Region 

ATGACTCACACTCTGCAGGCAACTAATCCCCTTGATCAAACCGCTTGGCACGCTTGGCATTTCTCCCGAAACAAAGAGGCCAT 
CAGCCGCACCGGCGCCACCAGCCTGAGTGCCACAGAGTGGATTAGCGCCACCACACTCAAGGACGCGCACACTTTTCCTTCAC 
TTCCCGGGCGATGGTATAAACGAGGCGGCGGGGTAGTGGGAGCACATTTACCACCAGCTTTCGCAACAACTGGAACGGTGCAA 
CTGCGCCCCGGTGAGCTCTTGATAGCGGAAGATTTCACCCTCACCGTCATTGAACGGCTTGGACAGTTTGCACTTCAGGTTTT 
TGATGCACGCAATCCGAAGCGTTTTGAATTCCACTCCATCGCAGCTTTCCCACCGTCCGAGGAATGGCGGATTGAGGCTCGCT 
TCTTCCCGGAACCTGACACTGTTAACACCGCTGCAGCTGATGGAGTTATCGTTGCCAGGCCTACTGCGGGTTGGGTGCACTTT 
TTGAAGGGCCGTCTGGATTACCGTCTTCGTGTAACCGTTCAGAAAAATAATCTACGGGCACTATTTAGCGACAATTCCTCGAC 

^TTGGGCGTTTATCAGCATCGTTTTGTCGACATCCCACGCCCTGATGCCGAGGGAAACACCATCATTGATTTCAACCGCGCTT 

&|^CTTCCCCCAAAGGCATTGAACCGAAAGTTCCT^ 
GGGGAGAAGTGGGTGGTTGCTGGAGGA 

RXN00946 - 3' -Region 
TAATACTTGCTAACCGTCCTAAA 
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RXN00869 translatiert von RXN00869 ( 9381 ) von 1 bis 921 

MTPPIISPESFEALRRMRAAEPTMVAERFKQRRKRELLGEDGKLFIVAADHPARGALAVGDNETAMANRYELLERMAIALSRP 

GVDGVLGTPDIIDDLAALGLLDDKIVVGSMNRGGLRGASFEMDDRYTGY 

HAVNEAAAAQLPIMLEPFMSNWv^GKW^ 

DPDATFASWEHALTLPGVRGLTVGRTLLYPQDGDVAAAVDTAARLVHTDIQQFTSQSI 
RXN00869 - 5* -Region 

GCCAACACCGCGGGTGCGCTTGTGGCGTCCCGTCTTGAATGCTCCACCGCAATGCCTACTACCGATGAGGTGGAAGCCTCCCT 
CAACCAGAAAGTCTGAT 

RXN00869 - kodierende Region » 

ATGACTCCTCCGATTATCTCCCCAGAGAGCTTTGAAGCCCTAAGGCGGATGCGTGCGGCTGAACCCACGATGGTGGCGGAACG 
TTTCAAGCAGCGCCGTAAGCGTGAACTGCTCGGTGAGGACGGCAAGCTGTTTATCGTGGCTGCCGACCACCCAGCGCGCGGCG 
CACTTGCTGTTGGCGACAATGAAACCGCCATGGCTAACCGCTATGAACTGCTCGAACGCATGGCTATCGCACTGTCTCGCCCG 
GGTGTGGATGGTGTGCTGGGAACTCCAGACATCATTGATGATCTGGCGGCGCTCGGACTGCTCGATGACAAGATCGTGGTTGG 
CTCCATGAACCGTGGTGGCCTGCGTGGCGCTTCCTTTGAAATGGATGATCGCTACACCGGCTACAACGTGTCCTCCATGGTTG 
ATCGTGGCGTGGATTTCGCGAAAACCCTAGTGCGCATCAACTTGAGCGACGCCGGAACCGCCCCGACCTTGGAAGCCACCGCG 
CATGCAGTCAATGAGGCTGCAGCAGCACAGCTGCCCATCATGCTCGAGCCGTTCATGAGTAACTGGGTAAACGGCAAGGTGGT 
^AATGATCTTTCCACCGATGCAGTTATCCAATCTGTCGCCATTGCTGCTGGTCTGGGCAATGATTCTTCCTATACCTGGATGA 
^tJ^CTTCCAGTGGTGGAGGAGATGGAGCGCGTCATGGAATCCACCACCATGCCAACCCTGTTGTTGGGCGGCGAAGGCGGCAAC 
GATCCAGATGCCACCTTCGCATCCTGGGAGCATGCACTCACCCTGCCGGGTGTGCGTGGCCTGACGGTGGGACGCACTCTGCT 
GTATCCGCAAGACGGCGATGTCGCCGCCGCTGTTGATACCGCAGCGCGACTTGTTCACACAGATATTCAACAATTCACTTCGC 

AGAGCATT V 

RXN00869 - 3' -Region 
TAAGGAATTTACACACATGTCTG 
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RXN00850 translatiert von RXN00.850 ( 9820 ) von 1 bis 828 

MANPFSKAWKYLMALFDSKIEENADPKVQIQQAIEDAQRQHQELSQQAAAVIGNQRQLEMQLNRRLAEIEKLQGNTRQAIQLA 
DKARADGDVKKATEYENAAEAFAAQLVTAEQSVEDTKQLHDQALQQADQAKKAVERNSMALQQKVAERTKLLSQLEQAKMQEK 
VSESLKSMDSLTSGSTPNLDQVREKIERRYANALGQAELASNSVEGRMAEVEQAGVQMAGHSRLEQIRAEMAGGSLTAGNKQE 

SIEAPAAGNNVTDDAVAQRMRELRGEA 
RXN00850 - 5' -Region 

GGCAGTTGTGCCGGTATACGTGGCGTCATGGATAATGATCGCATAAATGAATACAGCGAAATTACCTGTTTCAGATATTTAGG 
AAGGCTCACTTTTCAAC . 

RXN00850 - kodierende Region 

ATGGCTAATCCATTCTCCAAGGCATGGAAGTACCTCATGGCGTTGTTCGACTCCAAGATTGAGGAGAACGCGGATCCTAAGGT 
ACAGATCCAGCAAGCCATCGAAGATGCTCAGCGCCAGCATCAGGAGCTCTCCCAGCAGGCAGCAGCTGTTATTGGTAACCAGC 
GTCAGCTTGAAATGCAGCTGAACCGCCGTCTGGCTGAAATTGAGAAGCTGCAGGGCAACACCCGCCAGGCTATCCAGCTGGCT 
GACAAGGCTCGCGCTGACGGTGATGTCAAGAAGGCTACTGAGTACGAAAACGCCGCTGAGGCTTTCGCTGCACAGCTGGTTAC 
TGCTGAGCAGTCCGTTGAAGATACCAAGCAGCTCCACGACCAGGCTCTGCAGCAGGCT'GATCAGGCTAAGAAGGCTGTGGAGC 
GTAACTCCATGGCTTTGCAGCAGAAGGTTGCTGAGCGCACCAAGCTTCTGAGCCAGCTGGAGCAGGCGAAGATGCAGGAAAAG 
GTTTCCGAGTCCCTGAAGTCCATGGATTCTTTGAGCTCCGGCAGCACTCCTAACCTGGATCAAGTTCGTGAGAAGATTGAGCG 
^iffCGTTACGCTAACGCGCTTGGCCAGGCTGAGCTTGCGTCCAACTCTGTTGAGGGCCGCATGGCTGAGGTTGAGCAGGCTGGCG 
li^TCAGATGGCTGGACACTCCCGCCTTGAGCAGATCCGCGCTGAGATGGCTGGTGGTTCCCTGACCGCTGGTAACAAGCAGGAG 
TCCATTGAGGCTCCTGCAGCGGGCAACAACGTCACTGATGACGCAGTTGCACAGCGCATGCGTGAGCTGCGCGGCGAGGCT 

RXN00850 - 3 '-Region 
TAAACCTGCCACAGCAGACTAAA 



\ 
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Pat entansp ruche 

1. isoliertes Nukleinsauremolekul aus Corynebacterium glutami- 
cum, das ein MCP-Protein oder einen Abschnitt davon codiert. 

2. isoliertes Nukleinsauremolekul nach Anspruch 1, wobei das Nu- 
kleinsauremolekul ein MCP-Protein codiert, das an der Produk- 

- tion einer Feinchemikalie beteiligt ist. 

3'. Isoliertes Nukleinsauremolekul aus Corynebacterium glutami- 

cum, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang A 
aufgefiihrten Sequenzen, oder einem Abschnitt davon. 

15 4. isoliertes Nukleinsauremolekul, das eine Polypeptidsequenz 

codiert, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend, aus den in An- 
hang B angegebenen Sequenzen. 

5. isoliertes Nukleinsauremolekul , das eine naturlich vorkom- 
20 mende allelische Variante eines Polypeptides codiert, ausge- 
wahlt aus der Gruppe von Aminosauresequenzen, bestehend aus 
den. in Anhang B aufgefuhrten Sequenzen. 

6. isoliertes Nukleinsauremolekul, umfassend eine Nukleotidse- 
25 quenz, die zu mindestens 50% zu' einer Nukleotidsequenz, aus- 
gewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang A angege- 
benen Sequenzen,' oder einem Abschnitt ;davon homolog ist. 

7. isoliertes Nukleinsauremolekul, umfassend ein Fragment mit 
30. mindestens 15 Nukleotiden einer Nukleinsaure, umfassend eine 

Nukleotidsequenz, ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus 
den in Anhang A angegebenen Sequenzen. 

8. Isoliertes Nukleinsauremolekul, das unter stringenten Bedin- 
35 gungen an ein Nukleinsauremolekul nach einem der Anspriiche 

1-7 hybridisiert . 

9. Isoliertes Nukleinsauremolekul, umfassend das Nukleinsauremo- 
lekul nach einem der Anspruche 1-8 oder einen Abschnitt davon 

40 und eine Nukleotidsequenz, die ein heterologes Polypeptid co- 

diert. 
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10. Vektor, umfassend das Nukleinsauremolekul nach einem der 'An - 
spriiche 1-9. 

11. Vektor nach Anspruch 10, welcher ein Expressionsvektor ist. 

5 

12. Wirtszelle, die mit dem Expressionsvektor nach Anspruch 11 
transfiziert ist. 

13. wirtszelle nach Anspruch 12, wobei die Zelle ein Mikroorga- 
10 nismus ist. 

14. Wirtszelle nach Anspruch 13, wobei die Zelle zur Gattung Co- 
rynehacterium oder Brevijba'cterium gehort. 

15 15. Wirtszelle nach Anspruch 12, wobei die Expression des ■ 

Nukleinsauremolekuls eine Modulation der Produktion einer 
Feinchemikalie von der Zelle bewirkt. 

16. Wirtszelle nach Anspruch 15, wobei die Feinchemikalie ausge- 
20 wahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus organischen Sauren, 

proteinogenen und nichtproteinogenen Aminosauren, Purin- und 
' Pyrimidinbasen, Nukleosiden, Nukleotiden, Lipiden, gesattig- 
ten und ungesattigten Fettsauren, Diolen, Kohlehydraten, aro- 
matischen Verbindungen, vitaminen, Cofaktoren und Enzymen. 

25 

17. verfahren zur Herstellung eines Polypeptides, umfassend das 
Zuchten der Wirtszelle nach Anspruch 12 in einem geeigneten 

* Kulturmedium, urn so das Polypeptid zu produzieren. 

f 

30 18. Isoliertes MCP-Polypeptid aus Corynejbacterium glutamicum oder 
ein Abschnitt davon. 

19. Polypeptid nach Anspruch 18, wpbei das Polypeptid an der Pro- 
duktion einer Feinchemikalie beteiligt ist. 

35 

20. Isoliertes Polypeptid, umfassend eine Aminosauresequenz, aus- 
gewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in Anhang B angege- 
benen Sequenzen. 

40 21. isoliertes Polypeptid, umfassend eine naturlich vorkommende 

allelische Variante eines Polypeptides, umfassend eine Amino- 
sauresequenz , ausgewahlt aus der Gruppe, bestehend aus den in 
Anhang B angegebenen Sequenzen, oder einen Abschnitt davon. 

45 22. Isoliertes Polypeptid nach einem der Anspruche 18-21, das zu- 
dem heterologe Aminosauresequenzen umfafit. 
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23. Isoliertes "Polypeptid, das von einem Nukleinsauremolekul co- 
diert wird, umfassend eine Nukleotidsequenz , die mindestens 
zu 50% homolog zu einer Nukleinsaure ist, ausgewahlt aus der 
Gruppe, bestehend aus den in Anhang A angegebenen Sequenzen. 

5 

24. Isoliertes Polypeptid, umfassend eine Aminosauresequenz, die 
mindestens zu 50% homolog zu einer Aminosauresequenz ist, 
ausgewahlt aus der Gruppe,. bestehend aus den in Anhang B an- 
gegebenen Sequenzen. ^ 

10 

25. Verfahren zur Herstellung einer Feinchemikalie, umfassend^ das 
Zuchten einer Zelle, die einen Vektor nach Anspruch 12 ■ ent~. 
halt A so da£ die Feinchemikalie produziert wird. 

15 2 6. Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Verfahren zudern den 
Schritt Gewinnen der Feinchemikalie aus der Kuitur umf aSt . 

Verfahren nach Anspruch 25, wobei das Verfahren zudern den 
Schritt Transf izieren der Zelle mit dem Vektor nach Anspruch 
11 umfa£t, so da£ eine Zelle erhalten wird, die den Vektor 
enthalt.^ 

Verfahren nach Anspruch 2 5, wobei die Zelle zur Gattung Cory- 
nebacterium oder BreviJbacteri u/n gehort. 

Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Zelle ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, bestehend aus: Corynebacteriu/n glutamicum, 
Corynebacterium herculis, Corynebacterium lilium, Corynebac- 
terium acetoacidophilum, Corynebacterium acetoglutamicum, Co- 
rynebacterium acetophilum, Corynebacterium ammoniagenes, Co- 
rynebacterium fujiokense, Corynebacterium nitrilophilus, Bre- 
vibacterium ammoniagenes, Brevibacterium butanicum, Brevi'bac- 
terium divaricatum, Brevibacterium flavum, ^Brevibacterium 
healii, Brevibacterium ketoglutamicum, Brevibacterium ketoso- 
reductum, Brevibacterium lactofermentum, Brevibacterium li- 
nens, Brevibacterium paraffinolyticum und den in Tabelle 3 
angegebenen Stammen. 

30. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Expression des Nuklein- 
40 sauremolekuls von dem Vektor die Modulation der Produktion 

der Feinchemikalie bewirkt. 

'31'. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Feinchemikalie ausge- 
wahlt ist aus der Gruppe, bestehend aus: organischen Sauren, 
45 < proteinogenen und nichtproteinogenen Aminosauren, Pur in- und 
Pyrimidinbasen, Nukleosiden, Nukleotiden, I^piden, gesattig- 
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ten und ungesattigten Fettsauren, Diolen, Kohlehydraten, aro- 
matischen Verbindungen, vitaminen, Cof aktoren und. Enzymen . 

32. Verfahren nach Anspruch 25, wobei die Feinchemikalie eine 
5 Aminosaure ist. 

33.. verfahren nach Anspruch 32, wobei die Aminosaure aus der 

Gruppe stamrr.t, bestehend aus: Lysin, Glutamat, Glutamin, Ala- 
nin, Aspartat, Glycin, Serin, Threonin, Methionin, Cystein, 
10 Valin, Leucin, Isoleucin, Arginin, Prolin, Histidin, Tyrosin; 

Phenylalanin und Tryptophan. - 

34. Verfahren zur Herstellung einer Feinchemikalie, umfassend das 
Ziichten einer Zelle, deren genomische DNA durch EinschluE ei- 
15 nes Nukleinsauremolekiils nach einem der Anspruche 1-9 veran- 

dert worden ist. 



40 



45 
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CODIERENDE GENE NEUER PROTEINE VON COR YNEBACTER I UM GL UTAMI CUM 
Zusammenf assung der Offenbarung 

5 

Isolierte Nukleinsauremolekiile, die als MCP-Nukleinsauremolekule 
bezeichnet werden und neue MCP-Proteine aus Corynebacterium glu- 
tamicum codieren, werden beschrieben . Die Erfindung stellt zudem 
Antisense-Nukleinsauremolekule, rekombinante Express ionsvektoren, 

10 die MCP-Nukleinsauremolekule enthalten, und Wirtszellen, in die 
die Expressionsvektoren eingebracht worden sind, bereit. Sie 
stellt weiterhin isolierte MCP-Proteine, mutierte* MCP-Proteine, 
Fusionsproteine, antigene Peptide und Verfahren zur Verbesserung 
der Produktion einer gewiinschten Verbindung aus C. glutamicum be- 

15 reit, die auf der genetischen Manipulation von MCP-Genen in. die- 
sem Organismus beruhen. 
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